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1  Einleitung und Zielsetzung 
„Allergien sind weltweit auf dem Vormarsch“ – so lautet die alarmierende Botschaft der 
Mediziner. Seit 1950 wird in vielen europäischen Ländern bei Heuschnupfen, Asthma 
und Neurodermitis eine jährliche Zunahme festgestellt – Tendenz steigend. Insgesamt 
ist die Allergie-Häufigkeit bereits im Kindesalter laut WHO in den vergangenen Jahren 
auf bis zu 30 % angestiegen, wobei die Erkrankungsrate unter Kindern aus westlichen 
Ländern, wie Irland und Großbritannien, die von Kindern östlicher Länder (Albanien, 
Russland etc.) um ein Zehnfaches übersteigt . Die Tatsache, dass besonders die jüngere 
Generation von Allergien betroffen ist, lässt in den kommenden Jahren einen weiteren 
explosionsartigen Anstieg schwerwiegender Erkrankungen erwarten. Aus diesem Grund 
werden Allergien schon heute von Fachleuten als die „Epidemie des 21. Jahrhunderts“ 
bezeichnet. Im Gegensatz zu dieser beängstigenden Entwicklung sind die Fortschritte 
zur Therapie dieser Erkrankungen sehr unbefriedigend. Dies liegt zum einen an einem 
Mangel an geeigneten Tiermodellen, verbunden mit immer höher angesetzten 
gesetzlichen Hürden für klinische Studien, zum anderen aber auch an den noch 
vorhandenen „schwarzen Löchern“ der Forschung zum Verständnis der 
immunologischen Pathomechanismen bei Allergien. 
Das Sommerekzem des Islandpferdes stellt in diesem Kontext eine ideale Möglichkeit 
für weitere Forschungsintentionen dar. Als repräsentatives Modell einer Typ-I-Allergie 
(WAGNER et al. 2006) können hier nicht nur neue Erkenntnisse zu immunologischen 
Vorgängen bei Allergien im allgemeinen gewonnen werden, sondern auch die 
Durchführung klinischer Studien zur Entwicklung von Immuntherapien wäre beim 
Pferd denkbar. Die Übertragung des Therapiemodells vom Pferd auf den Menschen zur 
Heilung von Allergien stellt dabei das große Fernziel dar.  
Die seit Mitte des 19. Jahrhunderts bekannte Erkrankung des Sommerekzems wurde 
bereits intensiv erforscht und stellt auf Grund der vorliegenden Erkenntnisse eine gute 
Grundlage für weitere Untersuchungen dar (BAKER und QUINN 1978; RIECK 1954). 
Die Besonderheit dieser allergischen Dermatitis besteht hierbei in der Kenntnis des 
verantwortlichen Allergens (QUINN et al. 1983). Das hauptsächlich von Gnitzen der 
Gattung Culicoides stammende Allergen wurde zum Teil sogar schon sequenziert und 
kloniert (MARTI 2004). Ein Teil der Pathogenese ist somit bekannt. Ein weiterer 
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wichtiger Anteil zum Verständnis von Allergien dieser Art ist ebenfalls intensiv im 
Fokus der Forschung – die Dendritische Zelle (DZ). Dieser Zelltyp spielt bei der 
Präsentation von Antigenen und somit auch Allergenen eine entscheidende Rolle. Je 
nach spezifischem Zytokinprofil und der Expression unterschiedlicher 
kostimulatorischer Oberflächenmoleküle induzieren DZ verschiedene Immunantworten. 
Sie spielen bei der Induktion von Toleranz eine ebenso große Rolle wie bei der 
Etablierung einer T-Helfer-(TH)-1 oder TH2-Immunantwort. Die Generierung dieser 
Zellen in vitro zur anschließenden Reinjektion, mit dem Ziel einer tolerogenen 
Immunmodulation ist im Mausmodell gut etabliert. In Form einer gezielten 
Immunstimulation werden außerdem bereits klinische Studien am Menschen, zum 
Beispiel zur Therapie von Karzinomen, durchgeführt (BERGER et al. 2004; MOSCA et 
al. 2007; SCHULER-THURNER et al. 2002). Die grundlegende Idee zu einer 
Immuntherapie mit DZ ist somit keine neue Errungenschaft, die Übertragung auf das 
Modell Pferd allerdings wäre ein weiterer Fortschritt auf diesem Gebiet. DZ von 
Pferden in ausreichender Menge und Qualität ex vivo aus Vollblut zu generieren, mit 
Culicoidesantigen zu beladen und in Form einer Immuntherapie zu reinjizieren, stellt 
das angestrebte Fernziel dieser Arbeit dar. Die Idee hierbei wäre eine Verdrängung und 
Verhinderung einer bestehenden TH2-Immunreaktion oder auch die Möglichkeit einer 
echten Toleranzerzeugung in erkrankten Pferden mit Hilfe der DZ zu erreichen. In 
dieser Arbeit sollen Vorversuche zur genaueren Beschreibung der DZ beim Pferd und 
deren optimale Generierung sowie ihr Verhalten gegenüber dem Culicoidesantigen 
genauer untersucht werden. Die Vorbereitung anschließender klinischer Anwendungen 
soll hierbei im Fokus liegen. Schon die Erweiterung der Forschung über DZ auf andere 
Säugetierspezies, wie das Pferd, schafft Raum für neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der 
Immunologie und deren therapeutischer Nutzen. Der Bedarf geeigneter Therapien auf 
dem Gebiet der Allergie erstreckt sich dabei vom Pferd bis hin zum Menschen in einem 
enormen und, wie bereits beschrieben, stetig wachsendem Ausmaß. Die vorliegende 
Arbeit soll als ein Baustein hierzu einen kleinen, aber vielleicht nicht unbedeutenden 
Anstoß zu weiteren Möglichkeiten und Ansätzen auf dem Gebiet der Allergietherapie 
mit DZ geben.  
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2 Literaturübersicht 
2.1 Allergie 
Das Wort "Allergie" stammt aus dem Griechischen (allos = anders; ergon = 
Verrichtung) und drückt damit schon aus, was man unter dieser Krankheit versteht: Eine 
von der Norm abweichende (übersteigerte) Reaktion des Organismus auf bestimmte 
Substanzen (= Allergene). Überempfindlichkeitsreaktionen kennt man bereits seit 
Jahrtausenden. Der wohl älteste dokumentierte Fall einer allergischen Reaktion ist der 
Tod des ägyptischen Pharaos Menes, der 2640 v. Chr. an einem Wespenstich starb. 
Dennoch wurde der Begriff Allergie in der westlichen Medizin erst sehr spät explizit 
von dem Wiener Kinderarzt Clemens von PIRQUET (1903) (BERGMANN 2006) „als 
eine veränderte Fähigkeit des Körpers auf eine Fremdsubstanz zu reagieren“ 
beschrieben. Die wirkliche Erforschung und Beschreibung der Hypersensibiltäts-
reaktion ist somit also gerade mal 100 Jahre alt, und trotz aller Bemühungen hat sich 
diese Erkrankung zu einem enormen Problem der heutigen Medizin entwickelt. Nicht 
nur im Verständnis zur Entstehung der inadäquaten Immunreaktion auf ein harmloses 
Antigen besteht noch immer ein großer Wissensbedarf, sondern in Folge dessen auch 
gerade in der Therapie und Heilung. 
Durch die Einteilung in vier Typen von Überempfindlichkeitsreaktionen brachten 
GELL und COOMBS 1968 ein wenig Licht ins Dunkel (JANEWAY 2002a). Die 
Reaktionstypen I-III unterscheiden sich dabei als Antikörper vermittelte Immun-
reaktionen von der Typ IV, einer zellvermittelten Reaktion. Letztere wird auf Grund der 
später auftretenden Symptome auch als Reaktion vom verzögerten Typ bezeichnet, 
während es sich im Gegensatz dazu bei Typ I um eine Soforttypreaktion handelt. Im 
Folgenden soll hier nun auch ein Schwerpunkt auf Typ-I- und Typ-IV-Allergie gelegt 
werden, da vor allem diese beiden, und insbesondere die IgE-dominierte Typ-I-
Reaktion, für die Entwicklung des Sommerekzems beim Pferd eine entscheidende Rolle 
spielt. 
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2.1.1 Mechanismen der Typ-I-Allergie 
Kennzeichnend für die Typ-I-Reaktion ist die Bildung von antigenspezifischen 
Antikörpern der Klasse IgE. Hierbei lassen sich zwei Hauptreaktionsphasen, die in 
folgenden Abbildungen dargestellt werden, unterscheiden. 
 
Abbildung 1 Sensibilisierungsphase der Typ-I-allergischen Reaktion – schematisch dargestellt 
1. B-Zellen erkennen naives Proteinantigen; 2. parallel erfolgt die Antigenaufnahme durch DZ mit 
Präsentation an naive T-Zellen, die unter IL-4-Stimulation zu Th2-Zellen aktiviert werden; 3. die aktivierten 
B-Zellen entwickeln sich zu Plasmazellen, die unter Th2 und IL-4 Stimulation zu IgE-Antikörperproduktion 
wechseln; 4. die IgE-Antikörper binden auf naiven Mastzellen und führen zu deren Sensibilisierung 
Die Sensibilisierung als initiale Reaktion beginnt mit der Erkennung von naivem 
Proteinantigen durch B-Zellen (Abb. 1). Gleichzeitig erfolgt ebenso eine Aufnahme und 
Verarbeitung der Antigene durch DZ. Unter Einfluss zusätzlicher kostimulatorischer 
Faktoren und abhängig von bestimmten Eigenschaften des Antigens kommt es zum 
„Priming“ von CD4+-naiven T-Zellen zu TH2-Zellen. Aktiviert über den B-Zellrezeptor 
und unter Einfluss dieser TH2-Zellen werden B-Zellen zu Plasmazellen und zum 
Immunglobulin-(Ig)-Wechsel von IgG zu IgE angeregt. Für die initiale Etablierung 
dieser TH2-gewichteten Immunantwort spielt Interleukin-4 (IL-4) als stimulierendes 
Zytokin eine entscheidende Rolle. Als besonderes Merkmal von IgE-Antikörpern gilt 
die sehr hohe Bindungsaffinität an den Fcε-Rezeptor I (FcεRI), welcher fast 
ausschließlich auf Mastzellen, Baso- und Eosinophilen Granulozyten zu finden ist. IgE 
liegt in ungebundener Form nur zu einem sehr geringen Anteil im Serum vor. Eine 
Allergen 1.
2. 
DZ 
B 
Lymphknoten
DC
T
+IL-4 P
IgE3.
sMZ
nMZ 
4. 
B= B- Zellen; T=T-Zellen ; DZ= Dendritische Zellen; 
P= Plasmazellen ; nMZ = naive Mastzelle; sMZ= sensibilisierte Mastzelle
SENSIBILISIERUNGSPHASE: 
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Bindung von IgE an Mastzellen oder Basophilen Granulozyten führt zu einer weiteren 
Hochregulierung des spezifischen FcεRI auf der Zelloberfläche, so dass freies IgE 
weiterhin schnell und effektiv gebunden werden kann. Hierbei entsteht ein sich selbst 
verstärkender Kreislauf, der durch erneuten Antigenkontakt aufrechterhalten wird. Eine 
Bindung des speziellen Allergens an den spezifisch sensibilisierten Mastzellen führt zu 
einer Hochregulierung von CD154 auf der Zelloberfläche, wodurch B-Zellen unter 
Einfluss von IL-4 vermehrt IgE freisetzen (JANEWAY 2002b). Wie bereits erwähnt, 
wird dieser erste Teil der sich etablierenden Immunreaktion Sensibilisierungsphase 
genannt. Im weiteren Verlauf kommt es nun jedoch auch zu weiteren, den eigentlichen, 
für das typische Krankheitsbild verantwortlichen Reaktionen in der Auslösephase. 
Schematisch zu sehen ist dieser zweite Teil der Typ-I-Reaktion in Abbildung 2. 
 
Abbildung 2 Auslösephase der Typ I allergischen Reaktion – schematisch dargestellt 
In einem zweiten Allergenkontakt kann das Allergen direkt an dem spezifischen IgE der sensibilisierten 
Mastzellen binden, diese aktivieren und zur Ausschüttung verschiedenster Mediator- und 
Entzündungssubstanzen, wie Histamin, Prostaglandinen und Enzymen, führen. 
Neben den immer weiter fortlaufenden Sensibilisierungsvorgängen wird bei erneutem 
Antigenkontakt der Weg für die so genannte Auslösephase frei. Eine Bindung des 
Antigens an dem auf Mastzellen gebundenen IgE führt durch Kreuzvernetzung zu einer 
Freisetzung verschiedenster Mediatorsubstanzen und Enzymen. Innerhalb von 
Sekunden nach Allergenkontakt werden in einer Sofortreaktion Histamin, 
Prostaglandine und Enzyme, wie Chymase, Tryptase und Serinesterase, freigesetzt 
Allergen 
sMZ 
sMZ = sensibilisierte Mastzelle; aMZ= aktivierte Mastzelle
aMZ
Histamin 
Prostaglandine
Enzyme usw.
AUSLÖSEPHASE: 
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(JANEWAY 2002b). Diese liegen bereits vorsynthetisiert in Vesikeln im Zytoplasma 
der Mastzellen vor und können deshalb enorm schnell bereitgestellt werden. Durch die 
enzymatisch entstehenden Gewebeschäden, die erhöhte lokale Durchblutung und 
Gefäßpermeabilität wird ein Entzündungsprozess in Gang gebracht. In den darauf 
folgenden 8-12 Stunden werden Leukotriene, Chemokine und weitere Zytokine (unter 
anderem IL-4, IL-13) von den Mastzellen synthetisiert, die nun in einer zweiten Phase 
als Spätreaktion wirken. Durch sie werden Leukozyten, vor allem Eosinophile und 
Basophile Granulozyten, sowie TH2-Lymphozyten angelockt und somit die 
Entzündungsreaktion aufrechterhalten, beziehungsweise ausgedehnt. 
Als klinisches Bild lassen sich hierbei lokale Rötungen und Ödeme, oft verbunden mit 
Juckreiz auf der Hautoberfläche, beobachten. Mastzellen befinden sich im Körper 
jedoch nicht nur in der Haut, sondern auch in Schleimhäuten, wo ihre eigentliche 
Funktion eine schnelle lokale Abwehr gegen Parasiten oder andere eindringende 
pathogene Organismen darstellt (DAWICKI und MARSHALL 2007). 
Mastzellaktivierung durch allergische Reizung von Schleimhäuten führt hierbei zu 
Husten oder Durchfällen, je nach betroffenem Organ. Typisch für 
Hypersensibilitätsreaktionen des Typ I, also gekennzeichnet durch IgE vermittelte 
Mastzellaktivierung und Eosinophilie, sind somit allergische Reaktionen auf der Haut 
und den Schleimhäuten, wie Fliegendermatitis (WUERSCH et al. 2006), Asthma 
(UMETSU et al. 2002), allergische Rhinitis und auch bestimmte Futtermittel- oder 
Lebensmittelallergien bei Tier (VERLINDEN et al. 2006) und Mensch 
(UNTERSMAYR und JENSEN-JAROLIM 2006). Ein weiteres, noch wesentlich 
schwerwiegenderes Krankheitsbild einer Typ-I-Reaktion ist der anaphylaktische 
Schock. In diesem Fall kommt es entweder durch hohe Allergenkonzentration, oder 
auch bei einem stark sensibilisierten Individuum durch geringe Antigendosen, zu einer 
generalisierten, systemischen Immunreaktion. Die vasoaktiven Substanzen gelangen ins 
Blut und führen zu einer Schocksymptomatik durch eine generalisierte Weitstellung der 
Gefäße. Gleichzeitig wirken andere Zytokine auf die glatte Muskulatur und können 
innerhalb von Minuten in Folge spastischer Asphyxie den Tod des Patienten 
verursachen (JANEWAY 2002b). Menschen und Tiere, die also an einer Form der Typ-
I-Hypersensibilitätsreaktion erkrankt sind, leiden nicht nur unter den klinischen 
Auswirkungen lokaler Reaktionen, sondern leben auch dauerhaft mit der Gefahr einer 
generalisierten Anaphylaxie.  
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2.1.2 Ursachen von Allergien 
Wie es zur Entstehung dieser inadäquaten Reaktion auf eigentlich harmlose Antigene 
kommt ist bis heute nur durch verschiedene Theorien vermutbar. Die eigentliche 
Funktion der auf TH2-basierten Immunantwort unter Beteiligung der oben aufgeführten 
Reaktionen besteht in einer Art „first-line-of-defense“-Abwehr gegen vorwiegend 
parasitäre Infektionen. Da in den westlichen Industriestaaten diese Funktion des 
Immunsystems beim Menschen von Geburt an völlig, und beim Tier ebenfalls stark 
unterfordert bleibt, entsteht ein deutliches Ungleichgewicht zwischen den beiden Haupt-
immunreaktionswegen TH1 und TH2. Es besteht hierbei die Möglichkeit, dass der 
unterforderte Reaktionszweig der TH2-Schiene unter bestimmten Umständen auf 
eigentlich harmlose Antigene, bevorzugt enzymatischer Natur, gelenkt wird. Viele 
Allergene sind oder gleichen zumindest in ihrer Struktur Enzymen (JANEWAY 2002b), 
denn auch auf dem natürlichen Weg der TH2-Immunreaktion gegen Parasiten wird die 
Immunabwehr durch die Sekretion von Enzymen aktiviert. Enzyme dienen der 
parasitären Lebensform zur Eindringung in den Organismus und werden dabei vom 
Wirtstier als körperfremd erkannt.  
Eine weitere Theorie hierzu wird unter dem Begriff „Hygienehypothese“ (SHEIKH und 
STRACHAN 2004; STRACHAN 1989) diskutiert. Hierbei wird die Frage der 
familiären Herkunft vor allem in Zusammenhang mit Infektionskrankheiten in der 
Kindheit erörtert. Eine Infektion mit Mycobakterium tuberculosis senkt demnach zum 
Beispiel das Risiko einer späteren Allergieerkrankung (VON HERTZEN et al. 1999). 
Eine frühzeitige Stimulierung der TH1-Immunantwort führt also zu einer Limitierung 
der TH2-Entwicklung (UMETSU et al. 2002). Dies konnte jedoch in diesem Fall 
lediglich für das weibliche und nicht für das männliche Geschlecht nachgewiesen 
werden. Faktoren wie Stadt- oder Landkind, Geburtsfolge und sozialer Status der Eltern 
scheinen die Entstehung von Allergien zum Teil mit zu beeinflussen, sind aber 
sicherlich nicht generell ausschlaggebend. Ebenso wird bereits schon lange eine 
genetische Prädisposition zur Entwicklung von Allergien postuliert (UMETSU et al. 
2002), die sicherlich auch beim Sommerekzem des Islandpferdes eine Rolle spielt 
(UNKEL 1992).  
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2.1.3 Das Sommerekzem als eine Typ-I-Allergie des Pferdes und 
Therapieansätze 
Das Sommerekzem als allergische Hauterkrankung bei Pferden ist schon lange nicht 
mehr allein ein Problem des Islandpferdes. Insbesondere Friesen, Araber und 
Vollblutpferde, aber auch jede andere Pferde- und Ponyrasse kann dieses Krankheitsbild 
entwickeln. Unter den unterschiedlichsten Namen wie „Queensland Itch“ (Australien), 
„Sweet Itch“, „IBH“ für „Insect bite hypersensitivity“ oder „Kasen“ (Japan) ist es auf 
der ganzen Welt verbreitet und kann wie in Australien in manchen Landstrichen bis zu 
60 % der Pferdepopulation betreffen. Die klassischen Kennzeichen sind vor allem in 
den Sommermonaten auftretende Hautblüten im Bereich der Mähne, des Schweifes und 
der Bauchnaht, die auch als Effloreszensen bezeichnet werden. Ebenso sind Reaktionen 
um die Augen, an den Ohren und am Rücken zu beobachten. Die folgenden Fotos 
zeigen betroffene Tiere mit typischem Krankheitsbild, aufgenommen auf dem 
Lipperthof in Wurz, Bayern, im September 2005. Das Islandpferdegestüt war mit einer 
der Hauptpartner bei der Initiierung und Umsetzung dieser Doktorarbeit.  
 
 Abbildung 3  „Hrungnir“ Islandpferd mit Sommerekzem vom Lipperthof, Wurz in Bayern 
Das Pferd zeigt die für das Sommerekzem typischen Läsionen der Haut am Kopf, der Mähne und 
Bauchnaht, bis hin zum Präputium. Die durch allergische Reaktionen hervorgerufenen Effloreszensen 
reichen von Macula, Quaddeln und Scoriae bis hin zu tiefgreifenden Erosionen und Ulcera. Die anhaltende 
Chronizität zeigt sich in bleibenden Rhagaden der betroffenen Hautstellen. 
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Abbildung 4 Weitere betroffene Islandpferde mit typischem Krankheitsbild des 
Sommerekzems, Lipperthof, Wurz in Bayern 
Oben links „Gloheidur“ ebenfalls typische Effloreszensen in Form von Macula und Erosionen um Auge und 
am Kopf insgesamt. Unten links und rechts „Bacchus“ mit Rhagaden und Scoriae vor allem in Mähne und 
Schweif, als Beispiel für ein mittelgradig ausgebildetes Krankheitsbild. 
Als Leitsymptom spielt ein starker Juckreiz an den betroffenen Stellen die Hauptrolle. 
Infolgedessen kommt es zu Effloreszenzen, die von Macula und Scoriae über Quaddeln, 
Pusteln, Erosionen bis hin zu Ulcera der Haut reichen (BAUMGARTNER 2005), die 
wiederum eine fortschreitende Entzündung und Generalisierung weiter fördern (siehe 
Abbildungen 3 und 4). Zu Beginn der Erkrankung ebben die Symptome in den 
Wintermonaten ab und können sogar ganz verschwinden. Nach mehreren, sich in der 
Symptomatik oft steigernden Sommern jedoch, entwickeln die Tiere ein 
charakteristisches chronisches Bild mit stark verdickter, derber Haut an den betroffenen 
Stellen, sowie Rhagadenbildung vor allem um die Augen. Die Kosten und die Zeit für 
die aufwendige Pflege der Haut, die Leistungseinbußen bei Sportpferden und das 
enorme Leiden der Tiere sind hierbei nur ein Teil der Probleme, die mit dieser 
Erkrankung einhergehen (HUSKAMP B. 1999; WINTZER 1999).  
Die Ätiologie und Pathogenese des Sommerekzems ist bereits in vielen Bereichen 
intensiv erforscht und bekannt. Dass es sich hierbei um eine allergische Reaktion auf 
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Stiche von blutsaugenden Insekten handelt, wurde bereits 1954 in Australien erkannt 
(RIECK 1954). 1974 wiesen MELLOR und McCRAIG auf Culicoidesmücken als 
mögliche Ursache der Erkrankung in England hin (MELLOR und MCCRAIG 1974). 
Auch andere Arbeitsgruppen begannen in den 80er Jahren mit der Untersuchung 
verschiedener Stechmückenextrakte in Hautreaktionstests, um eine Sensibilisierung der 
erkrankten Pferde gegen bestimmte Mücken zu beweisen (BAKER und QUINN 1978). 
Ganz besonders intensiv forscht die Arbeitsgruppe um MARTI (1999) in der Schweiz, 
denen es gelang, nicht nur den Speichel von Culicoidesmücken als Ursache 
(BASELGIA et al. 2006) mit zu identifizieren, sondern bereits eine einzelne, 
allergieauslösende Proteinkomponente des Speichels (ALTHAUS et al. 2004) zu 
isolieren. Sie publizierten 2004 die Sequenzierung und Klonierung dieses Allergens und 
ebneten so vor allem auch weiteren klinisch-therapeutischen Ansätzen den Weg. 
Culicoidesmücken gehören zu den Gnitzen und sind winzige Stechmücken mit nur 
0,6 mg Durchschnittsgewicht. In Abbildung 5 sind die winzigen Insekten in stark 
vergrößerter Form schematisch und fotografisch zu sehen. 
 
Abbildung 5 Culicoidesmücken 
Schematische Darstellung sowie fotografische Dokumentation einer Culicoidesmücke beim Akt des 
Blutsaugens auf menschlicher Haut.  
Fast alle Weibchen der ungefähr 50 verschiedenen Culicoidesarten saugen Blut an 
Säugetieren, Vögeln und Würmern. Die Larven leben zum Teil am Lande und zum Teil 
im schlammigen Wasser. Viele unterschiedlichste Untersuchungen konnten bereits 
zeigen, dass an Sommerekzem leidende Pferde zwar zum Teil auch auf andere 
Stechmücken, wie Tabaniidae oder Simuliidae, reagieren, allerdings ist die Reaktion auf 
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Culicoidesarten immer am stärksten und deutlichsten (BAKER und QUINN 1978; 
BASELGIA et al. 2006; MARTI et al. 1999; QUINN et al. 1983).  
Fest steht auch, dass es sich beim Sommerekzem um eine Typ-I-dominierte allergische 
Reaktion handelt. Eine Beteiligung von verzögerten Reaktionen des Typ IV lässt sich 
allerdings nicht ganz ausschließen (ALTHAUS et al. 2004; ANDERSON et al. 1991; 
KUROTAKI et al. 1994; 2000), denn histopathologisch lassen sich zellvermittelte 
Reaktionen in den betroffenen Hautabschnitten in Form einer verstärkten T-Zell-
Einwanderung nachweisen. Die entscheidende Rolle spielt jedoch die Sensibilisierung 
der Mastzellen mit IgE, so dass mit jedem neuen, noch so kleinen Allergenkontakt eine 
enorm effektive, überschießende Immunreaktion angestoßen und weiter 
aufrechterhalten wird. Das Leitsymptom des Juckreizes basiert auf der Allergen-
induzierten, IgE-gekoppelten Ausschüttung von Histamin und anderen reizenden 
Substanzen. Durch immunhistologische Untersuchungen ließ sich nachweisen, dass 
Culicoides-spezifische Antikörper des Typs IgG in gesunden wie in erkrankten Pferden, 
Antikörper des Typs IgE jedoch nur in Tieren mit Ausbildung des Ekzems zu finden 
sind (WILSON et al. 2001). Spätreaktionen vom Typ IV spielen wohl eine eher 
untergeordnete Rolle. Die Reaktionsbereitschaft der Haut auf Culicoidesextrakte konnte 
allein über das Serum (QUINN et al. 1983) von Pferden, die am Sommerekzem erkrankt 
sind, auf gesunde Tiere übertragen werden. Dies weist auf eine vorwiegende Typ-I-
dominierte Problematik hin. Zur Diskussion steht auch, dass es sich beim 
Sommerekzem des Islandpferdes im Vergleich zu anderen Rassen um eine eigene, 
speziell für diese Rasse geltende Pathogenese handeln könnte. Da gerade hier ein enger 
Zusammenhang der Erkrankung mit dem IgE-Serumspiegel besteht, kann auf alle Fälle 
beim Islandpferd die Typ-I-Allergie in den Vordergrund gestellt werden (WILSON et 
al. 2006). 
Dispositionen, die eine Entwicklung dieses Krankheitsbildes fördern, gibt es viele. 
Ausgiebige epidemiologische Studien konnten bereits Zusammenhänge mit 
unterschiedlichsten Faktoren beweisen, die jedoch alle nur teilweise zur Entstehung der 
Allergie beitragen. Genetische Komponenten spielen sicherlich vor allem auch beim 
Islandpferd eine Rolle (UNKEL 1992). Der Anteil an aus Island nach Europa 
importierten Pferden, die in den folgenden Jahren ein Sommerekzem entwickeln, liegt 
heute bei ca. 72 % (LANGE et al. 2005). Stuten und Wallache zeigen mit 30 % Inzidenz 
eine doppelt so hohe Ekzemrate wie Hengste, und auch farblich weisen unter in 
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Deutschland geborenen Isländern Füchse und Schimmel ein geringeres 
Erkrankungsrisiko auf (LANGE et al. 2005). Störungen im Stoffwechsel und bestimmte 
Haltungs- und Fütterungsbedingungen scheinen zusätzlich Einfluss auf die Pathogenese 
des Ekzems zu haben. Gerade importierte Pferde aus Island leiden unter den 
klimatischen Veränderungen und auch unter den doch unterschiedlichen Nahrungs- und 
Haltungsbedingungen, was zu einer insgesamten Schwächung und Beeinträchtigung des 
Immunsystems führt und die hohe Erkrankungsrate mit unterstützt (O'NEILL et al. 
2002; SCHNEIDER 1999). Ein sehr wichtiger Aspekt der Haltung ist auch die Lage 
und die Umgebung der Stallanlage, bzw. der Weide. In feuchten Gebieten mit 
ungünstigen Windverhältnissen kann es zu einer wesentlich extremeren Belastung der 
Pferde durch die Mücken kommen, da sich diese vor allem an Uferrändern sehr gut 
vermehren.  
Eine Therapie dieser Hypersensibilitätserkrankung ist bis heute nicht möglich. Die 
Ansätze hierzu führten bis jetzt lediglich zu einer Symptomreduzierung und  
-eindämmung unter zumeist unbefriedigenden Ergebnissen. Am effektivsten erscheint 
die Kontaktvermeidung mit dem auslösenden Allergen, also mit Culicoidesmücken. 
Dies wird durch Einhüllen der Pferde in dünne Decken über den Hauptzeitraum der 
Exposition im Sommer versucht (siehe Abbildung 6). 
 
Abbildung 6 Ekzemerdecken zum Schutz von betroffenen allergischen Pferden 
Um die an Sommerekzem leidenden Tiere vor einer Exposition mit Allergie auslösenden Stechmücken zu 
schützen, werden die Tiere an möglichst allen Körperregionen mit dünnen Schutzdecken eingehüllt. Beine, 
Brust und Euter bzw. Präputialregion lassen sich jedoch, wie auch Teile des Kopfes, nur bedingt schützen. 
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Auch hier ist jedoch ein vollständiger Schutz nicht möglich, da bestimmte Körperteile 
einfach nicht abgedeckt werden können. Besonders die Tiere, die ganzjährig auf 
Weiden gehalten werden, und vor allem auch die Hengste im Deckeinsatz, können nicht 
ausreichend geschützt werden. Zur symptomatischen Therapie gehören weiterhin 
unzählige lokale Präparate zur Mückenabwehr oder zur Therapie der bereits 
geschädigten Haut und des Juckreizes. Medizinische und alternative Präparate, bis hin 
zu wissenschaftlich oder medizinisch nicht nachvollziehbaren Zusammensetzungen, 
sind hier in allen Preisklassen auf dem Markt und verursachen Besitzern von erkrankten 
Pferden hohe Kosten. Von tierärztlicher Seite sind als letzte Mittel der Wahl nur noch 
Langzeitkortikosteroide oder Antihistaminika einzusetzen, um in besonders schlimmen 
Fällen wenigstens eine kurzzeitige Linderung zu schaffen. Die Entwicklung einer 
effektiven Therapie mit dauerhafter Heilung der betroffenen Tiere wäre ein großer 
Schritt im Bereich der Allergiemedizin. Auf Grund der guten Grundkenntnisse in der 
Pathologie des Sommerekzemes bietet sich hier ein gutes Modell für den Einstieg in 
eine Immuntherapie mit körpereigenen DZ. 
2.2 Dendritische Zellen 
2.2.1 Vorkommen und Funktion von Dendritischen Zellen 
DZ sind wichtige Initiatoren und Modulatoren von Immunreaktionen. Sie gehören zu 
den Leukozyten und spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von 
Immunreaktionen gegen Antigene. Als Vorläuferzellen entstehen sie im Knochenmark 
und wandern in die unterschiedlichsten Bereiche des Körpers, wo sie in der Epidermis 
als Langerhans-Zellen, oder in den Schleimhäuten des Atmungs- und Verdauungs-
traktes bei der Etablierung der angeborenen wie auch erworbenen Immunität, von 
großer Bedeutung sind. Als antigenpräsentierende Zellen besitzen sie drei wichtige 
Hauptaufgaben (STEINMAN und HEMMI 2006). Erstens die Fähigkeit, Antigene 
aufzunehmen und in bestimmter Art und Weise zu verarbeiten. Als nächsten Schritt sind 
sie zu einer gerichteten Migration fähig, wo sie vor allem in die T-Zell-Areale von 
lymphoiden Organen einwandern, um anderen Immunzellen Antigene zu präsentieren. 
Die dritte und wichtigste Eigenschaft der DZ besteht in ihrer Fähigkeit zur Reifung. 
Reifung bedeutet die Differenzierung der Zelle auf bestimmte Stimulationen wie 
Pathogen-Rezeptoren, Zytokine oder Immunkomplexe hin. So können zum Beispiel 
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bakterielle Endotoxine, wie Lipopolysaccharide (LPS) oder auch Zytokine wie 
Tumornekrosefaktor (TNF) α, an bestimmten hierzu kompatiblen Molekülen auf der 
DZ-Oberfläche binden und zu intra- und extrazellulären Veränderungen führen. Dabei 
ändert die DZ nicht nur ihr Erscheinungsbild, sondern vor allem auch ihre Funktion. 
Eine reife DZ unterscheidet sich hierbei grundlegend von ihrer unreifen Zustandsform. 
Als unreife Zelle präsentiert die DZ einerseits im Zuge der angeborenen Immunität 
Selbstantigene auf MHC-Molekülen auf eine tolerogene Weise. Dabei entstehen anerge 
oder regulatorische T-Zellen, die somit eine Autoimmunreaktion oder überschießende 
Reaktionen verhindern (JONULEIT et al. 2001; YAMAZAKI et al. 2003). Als reife DZ 
ist der gleiche Zelltyp allerdings auch für die Induktion einer effektiven Immunabwehr 
gegen Fremdantigene verantwortlich. Auf Grund dieser beiden gegensätzlichen 
Funktionen von Toleranz- und Immunitätsinduktion ein und desselben Zelltyps werden 
die beiden unterschiedlichen funktionellen Stadien, reif und unreif, unterschieden. Die 
Differenzierung erfolgt vor allem anhand des Phänotyps, ihrer Oberflächenmarker, ihrer 
Zytokinproduktion und der Fähigkeit zur Migration, sowie durch Phagozytose Antigene 
aufzunehmen. Neben den beiden Hauptformen der DZ, einem unreifen und echt reifen 
Stadium, wird nun seit einiger Zeit die Form eines semireifen Übergangsstadiums 
(LUTZ und SCHULER 2002) mit diskutiert.  
2.2.1.1 Dendritische Zellen und Immuntoleranz 
Unreife DZ entstehen aus Monozyten, die über das Blut in die entsprechenden Gewebe 
gelangen. Hier entwickeln sich schließlich ruhende Zellen, deren phänotypisches 
Merkmal bereits kleinere Zellfortsätze und eine unregelmäßige Oberfläche darstellen 
(ROMANI und SCHULER 1989; WEBB et al. 2005). Durch eine suboptimale 
Expression von MHC- und kostimulatorischen Molekülen auf ihrer Oberfläche und 
durch mangelnde proinflammatorische Zytokinproduktion liegt die Aufgabe dieser 
Zellen in der Aufrechterhaltung einer Selbsttoleranz (NOURI-SHIRAZI und 
THOMSON 2006; ZHENG et al. 2004). Unterschieden wird hierbei die zentrale von 
einer peripheren Toleranz. Zentral erfolgt zur Vermeidung von Autoimmunreaktionen 
die Deletion autoreaktiver T-Zellen im Thymus (MAHNKE et al. 2002). Hier spielen 
DZ mit der Präsentation von Selbstantigenen aus dem ganzen Körper eine wichtige 
interaktive Rolle. Da jedoch teilweise autoreaktive T-Zellen dieser ersten Kontrolle 
entkommen, sind weitere Mechanismen zum Schutz vor Autoimmunreaktionen 
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nachgeschaltet. Diese periphere Toleranz ist auch für die Entwicklung angemessener 
Reaktionen auf harmlose Fremdproteine, zum Beispiel in Lunge und Magen-Darm-
Trakt, zuständig. Die Hauptrolle hierbei spielen unreife DZ. In Form einer so genannten 
„steady state“-Präsentation wandern sie unter Aufnahme von Selbst- oder harmlosen 
Proteinen ständig in lymphoide Organe, um regulatorische CD4+ CD25+ T-Zellen zu 
induzieren und aktiv bestimmte effektive T-Zell-Populationen zu unterdrücken. Ihre 
wichtigste Funktion liegt also primär in einer effektiven Antigenaufnahme und 
Migration. Findet hierbei keine weitere Stimulation statt, wie es bei pathogenen 
Antigenen wie Bakterien der Fall wäre, erfolgt die Präsentation in nur sehr reduzierter 
Form und führt zur T-Zell-Toleranz (MAHNKE et al. 2002). Werden jedoch pathogene 
Strukturen wie Bakterien aufgenommen, können in einem weiteren Entwicklungsschritt 
durch Triggern von zum Beispiel stark konservierten Oberflächenrezeptoren, so 
genannten Toll-like-Rezeptoren, diese unreifen Zellen weiter differenzieren und werden 
dann zu reifen DZ. Es sind bereits viele Faktoren bekannt, die zu einer schnellen 
Reifung und damit zur Induktion einer effektiven Immunantwort führen. Diese 
„Gefahrensignale“ werden vor allem bei Gewebezerstörung und Entzündungen frei. 
Kostimulatorische Moleküle wie B7-1, B7-2 (INABA et al. 1994), MHC-
Peptidkomplexe sowie Chemokinrezeptoren der CCRX-Familie (SALLUSTO et al. 
1998) auf T-Zellen spielen hierbei ebenso mit wie CD40L (CAUX et al. 1994), 
exprimiert auf Mastzellen und Thrombozyten. Die Aufgabe der DZ ändert sich durch 
diese Einflüsse grundlegend von einer Toleranz-induzierenden unreifen DZ in eine 
aktive Immunantwort-induzierende Zelle. 
2.2.1.2 Reife Dendritische Zellen 
DZ, die mit der Antigenaufnahme ein oder mehrere zusätzliche „Gefahrensignale“ 
erhalten haben, wandern, wie auch unreife DZ, zum drainierenden Lymphknoten. 
Entscheidend hierbei ist jedoch deren Umwandlung in einen reifen Zustand, ausgelöst 
durch eine Kaskade von intrazellulären Reaktionen und induziert durch bestimmte 
Signale, wie bereits oben beschrieben. In den T-Zellarealen angekommen liegt ihre 
Fähigkeit vor allem in der Antigen-Präsentation, Kostimulation und Zytokinproduktion, 
um eine effektive T-Zellantwort zu induzieren. Reife DZ zeigen demnach einen ganz 
auf Präsentation und Stimulation ausgerichteten Phänotyp. Sie bilden lange 
Zellausläufer in Form von Segeln aus und regulieren wichtige Moleküle wie MHC II, 
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CD83, CD86, CD40 und CCR7 hoch. MHC II ermöglicht hierbei die Präsentation der 
prozessierten Antigene, während CD83, CD86 und CD40 als kostimulatorische 
Moleküle fungieren. Der Chemokinrezeptor CCR7 ist wichtig für die gerichtete 
Bewegung der DZ hin zum Lymphknoten und in die T-Zellareale. Gleichzeitig stellen 
sie ihre Phagozytosekapazität ein und produzieren proinflammatorische Zytokine wie 
IL-1ß, IL-6, TNF-α und IL-12 (LUTZ und SCHULER 2002).  
MHC II
kostimulatorische
Moleküle
Pathogene,
Zytokine
hoch konservierte PAMPs
(pathogen-associated molecular
patterns) werden aktiviert über 
z.B. Pathogen-Rezeptoren
 
        
UNREIFE DZ
wenig Oberflächen MHC II
sehr gute Endozytose
wenig CD40, CD25
wenig CD83, CD86
kaum IL-12
kaum/kurze Zelldendriten                                                   
REIFE DZ
viel Oberflächen MHC II
kaum Endozytose
viel CD40, CD25
viel CD83, CD86
viel IL-12
lange Zelldendriten  
Abbildung 7  Hauptmerkmale unreifer und reifer Dendritischer Zellen im direkten Vergleich 
Aus einer unreifen Dendritischen Zelle wird über die Aktivierung hoch konservierter spezifischer 
Rezeptoren und bestimmten Zytokinen die Umwandlung in eine reife, T-Zell-aktivierende Zelle induziert. 
Die semireife DZ wurde erst in den letzten Jahren verstärkt beschrieben und lässt sich in 
ihrer Funktion keinem der beiden Stadien eindeutig zu ordnen. Der Prototyp hierbei 
stellt die durch TNF-α-„gereifte“ dendritische Knochenmarkszelle der Maus dar. Für 
diesen Zelltyp konnte ein eindeutiges Potential zur Toleranzinduktion im Rahmen der 
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) am Mausmodell gezeigt 
werden (MENGES et al. 2002). Obwohl dieser Zelltyp Merkmale einer reifen DZ, wie 
die Hochregulierung der Oberflächenmoleküle und die Fähigkeit zur Migration sowie 
deutliche Segelbildung zeigt, findet eine modifizierte T-Zell-Aktivierung statt. Durch 
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eine fehlende Zytokinproduktion als wichtigstes Merkmal unreifer DZ kann dieser 
Zelltyp vielmehr durch Induktion CD4+ IL-10+ T-regulatorischer Zellen eine 
Erkrankung der Mäuse im EAE-Versuch verhindern. Es entsteht eine echte Toleranz der 
Mäuse gegen das pathogene krankheitsauslösende Peptid (MENGES et al. 2002).  
Somit lassen sich drei Hauptzustandsformen von DZ mit jeweils unterschiedlicher 
funktioneller Auswirkung auf das Immunsystem unterscheiden. Die unreifen und die 
semireifen DZ in den Organen und im lymphatischen System, welche die periphere 
Toleranz aufrechterhalten und reife T-Zell-Immunität-aktivierende DZ.  
2.2.2 Dendritische Zellen in der Immuntherapie 
Bereits 1868 entdeckte Paul LANGERHANS erstmals eine nach ihm benannte, speziell 
in der Haut vorkommende Form der DZ, deren Bedeutung und Funktion ihm jedoch 
noch völlig unbekannt war. Die Rolle dieser Zellen bei der Induktion von Immunität 
oder Toleranz wurde erst nach und nach klar und die Forschungsaktivitäten, diese 
Zellen für eine Immuntherapie zu nutzen, intensiviert. Zum einen steht die 
Krebstherapie mit reifen DZ, beladen mit Tumorpeptiden, im Fokus der Bemühungen 
(FAZLE AKBAR et al. 2006; SCHULER et al. 2003). Zum anderen bieten auch die 
beiden anderen DZ-Stadien im Rahmen der Allergie und Transplantationsmedizin 
interessante Ansätze zu therapeutischem Nutzen (THOMSON und LU 1999). Ein 
wichtiger Schritt hierfür war die Entwicklung von Methoden, ausreichende Mengen an 
DZ ex vivo zu generieren, um sie zum einen für weitere Versuche zu nutzen, aber auch 
um sie im Rahmen einer Immuntherapie dem Patienten wieder zu reinjizieren. Bereits 
1996 wurden erste Ansätze in klinischen Studien unternommen, bei denen versucht 
wurde, DZ im Kampf gegen Tumoren einzusetzen. Mit Tumorantigenen beladene 
autologe DZ konnten Immunreaktionen in Patienten mit B-Zell-Lymphomen induzieren 
und führten in einem der vier Probanden zu einer vollständigen Regression, sowie zu 
weiteren Teilregressionen unter den anderen Studienteilnehmern (HSU et al. 1996). Im 
Mausmodell  konnten 1998 mit Hilfe von Antigen-beladenen DZs erste Impfungen 
gegen bakterielle Infektionen erfolgreich durchgeführt werden. In diesem Fall wurden 
Mäuse-DZ ex vivo mit Chlamydien beladen und den Tieren reinjiziert. Hierbei 
entwickelten die Tiere einen effektiven Impfschutz gegen die Genitalinfektion (SU et al. 
1998).  
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2.2.2.1 Generierung Dendritischer Zellen ex vivo 
Die Generierung von DZ ex vivo war die Grundvorrausetzung für diese ersten Erfolge. 
Unterscheiden lassen sich nach ihrer Herkunft demnach konventionelle und 
plasmazytoide DZ. In der Maus lassen sich größere Mengen an DZ am besten aus dem 
Knochenmark generieren. Die Kultur dieser konventionellen DZ wurde unter anderem 
von INABA beschrieben (INABA et al. 1992) und von LUTZ et al. (1999) in Bezug auf 
die Zellzahlausbeute noch deutlich verbessert (LUTZ et al. 1999). Da im humanen 
System Knochenmark als Grundlage für eine DZ-Gewinnung nicht oder nur sehr 
begrenzt zur Verfügung steht, wird hier eher die Generierung aus Monozyten bevorzugt.  
Hierfür werden entweder ein Lymphozyten- bzw. Monozytenkonzentrat, welches in 
Form einer Leukapherese gewonnen wird, oder direkt venöses Vollblut sowie 
Nabelschnurblut verwendet (GLUCKMAN et al. 1997; THURNER et al. 1999). Gerade 
im murinen und humanen System, welches die Schwerpunkte in der Forschung um DZ 
darstellen, gibt es bereits viele und gut entwickelte Methoden zur Gewinnung von 
reinen DZ-Kulturen mit guter Zellzahlausbeute. Beginnend mit der ursprünglichen 
Plastikadhärenz-Methode bis hin zur spezifischen CD34+-Sortierung über magnetische 
Antikörper werden die Methoden immer feiner und genauer. 
2.2.2.2 Dendritische Zellen beim Pferd 
In anderen  Säugetieren stehen hier jedoch leider nicht annähernd diese Mittel zur 
Verfügung. So gibt es auch beim Pferd bis jetzt nur einige wenige Protokolle zur 
Generierung von DZ (HAMMOND et al. 1999; MAUEL et al. 2006; SIEDEK et al. 
1997). Allerdings eröffnen sich durch die gute Grundlagenforschung über wichtige 
equine Zytokine und auch Zelloberflächenmarker zurzeit neue Möglichkeiten. Zu den 
bereits vorhandenen Oberflächenmarkern MHC I, MHC II, CD4 und CD8 konnten 
weitere Pferde-spezifische Marker beschrieben und Antikörper entwickelt werden 
(KYDD et al. 1994; STEINBACH et al. 2005). Weiterhin ließen sich wichtige humane 
Marker als kreuzreagierend nachweisen. HAMMOND et al. (1999) zeigte diese 
Eigenschaft für einen speziellen Klon gegen CD86 (HAMMOND et al. 1999) und 
STEINBACH et al. (2005) für CD1, CD14, CD68 und weitere (STEINBACH et al. 
2005). Für die Kultur von Monozyten zu DZ beim Pferd war weiterhin die 
Sequenzierung und Klonierung der beiden wichtigsten equinen Zytokine IL-4 und GM-
CSF ein großer Schritt (MAUEL et al. 2006). MAUEL (2002), die sich mit dieser 
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Problematik intensiv beschäftigte, konnte dabei zeigen, dass im Gegensatz zu IL-4, 
welches streng speziesspezifisch ist, GM-CSF stärker konserviert ist. Somit kann bei 
Kultur von equinen DZ auch humanes GM-CSF in veränderter Dosierung alternativ 
verwendet werden. Diese wichtigen Vorarbeiten ebneten den Weg für die Möglichkeit 
einer Immuntherapie beim Pferd, basierend auf DZ.  
 
3 Material und Methoden 
20 
 
3 Material und Methoden 
3.1 Tiere 
Das in der gesamten Arbeit verwendete Vollblut wurde von Pferden unterschiedlicher 
Rassen, Alters und Geschlechtes meist anonym gespendet. Es wurden Pferde des 
Reitstalls Behr in Buttenheim mit Einwilligung der jeweiligen Besitzer zum Teil 
mehrfach zur venösen Blutspende von maximal 300 ml pro Entnahme verwendet. Die 
Blutspende wurde frühestens nach 12 Wochen wiederholt. Kein Pferd spendete öfters 
als 4 Mal, insgesamt meist jedoch nur 1-2 Mal. Als weitere Quelle diente die 
Pferdeklinik Dr. Vornberger in Speikern, die von Patientenpferden  ebenso anonym Blut 
zur Verfügung stellte. Die Pferde und Ponys waren ohne weitere auffällige 
Krankheitserscheinungen, und standen unter keinerlei tierärztlicher Medikation, mit 
einer Ausnahme. Das in 4.2.2.6 unter Pferd B beschriebene Pferd war 24 Stunden vor 
der Blutentnahme mit einem Cortison (Prednisolon, Dosierung: 0,5 mg/kg) einmalig 
oral vorbehandelt worden.  
 
3.2 Material 
Die verwendeten Standardlösungen, Puffer und Reagenzien werden ebenso wie die 
Geräte, Antikörper und Reaktionskits im Anhang der Arbeit mit ihren jeweiligen 
Herstellern aufgelistet. H20 wurde stets als Reinstwasser aus einer Deionisationsanlage 
Milli-Q Plus PF (Millipore, Eschborn) für die Herstellung aller Lösungen und 
Verdünnungen verwendet.  
Als wichtigste Medien zur Zellkultur und weiterführende Analysen wurden folgende 
Standardlösungen verwendet: 
 
PBS 
fertige Phosphat gepufferte Kochsalzlösung der Salze NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4 
steril, pH 7,4  
(Bio-Whittaker Cambrex, New Jersey, USA) 
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Zellkulturmedium 
500 ml RPMI 1640 (BioWhittaker Cambrex, New Jersey, USA) 
50 ml hitzeinaktiviertes Pferdeserum, steril filtriert (PAA, Pasching, A) 
100 U/ml Penicillin (PAN Biotech GmbH, Aidenbach) 
100 µg/ml Streptomycin (PAN Biotech GmbH, Aidenbach) 
2 mM L-Glutamin (BioWhittaker Cambrex, New Jersey, USA) 
 
FACS-Puffer 
500 ml PBS 
5 ml hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum, steril filtriert (PAA, Pasching, A) 
0,1 % Natriumazid (Carl-Roth, Karlsruhe) 
 
Formaldehydlösung, 2%ig (FACS-Fix) 
5,4 ml Formaldehyd, 37 % (Merk, Darmstadt) 
96,6 ml PBS 
 
 
3.3 Methoden 
3.3.1 Dendritische Zellen 
3.3.1.1 Blutentnahme 
Die Gewinnung von venösem Blut erfolgte unter sterilen Bedingungen, aus der Vena 
jugularis, am Hals der Spenderpferde. Hierfür wurde eine 14G-Flexüle (BD 
Pharmingen, Heidelberg) kurzzeitig in die Jugularisvene eingebracht. Über eine 
Heidelberger Infusionsverlängerung (BD Pharmingen, Heidelberg) konnte dann die 
sterile Blutentnahme mit 50-ml-Spritzen (BD Pharmingen, Heidelberg) bis zu einem 
Volumen von meist 300 ml pro Pferd und Spende erfolgen. Die Spritzen wurden zuvor 
mit Heparin-Natrium (40 I.E/ml Blut, Ratiopharm, Ulm) präpariert, um eine 
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Blutgerinnung zu verhindern. Die Flexüle wurde nach der Blutentnahme sofort wieder 
entfernt. 
3.3.1.2 Monozytenisolierung 
Die Isolierung von Monozyten aus Vollblut wurde unter Anlehnung an bereits 
beschriebene Protokolle von SIEDEK (1997) und MAUEL (2002) (MAUEL 2002; 
SIEDEK et al. 1997) durchgeführt. Es wurden lediglich geringe Veränderungen 
vorgenommen. 
Das heparinisierte Vollblut sollte möglichst schnell, also innerhalb von 2-4 Stunden 
nach der Entnahme, weiter verarbeitet werden, um eine optimale Zellausbeute und 
Vitalität der Monozyten zu garantieren. Zuerst wird das Blut in 50-ml-Röhrchen (BD 
Pharmingen, Heidelberg) verteilt und 15 min bei Raumtemperatur (RT) und 
1800 U/min (Haereus Multifuge 35-R, Hanau) zentrifugiert. Das dadurch abgetrennte 
Plasma wird vorsichtig abgenommen und verworfen. Die abgesetzten Zellen und 
Erythrozyten werden wiederum auf ein Volumen von 50 ml mit steriler, Phosphat 
gepufferter Salzlösung (PBS) resuspendiert. Anschließend erfolgt die Aufschichtung 
des Blutes auf einen ersten Dichtegradienten. Dazu werden 30 ml Blut auf 10 ml 
Biocoll (Dichte 1,090; Biochrom AG, Berlin) vorsichtig aufgeschichtet, so dass zwei 
getrennte Phasen entstehen. Durch Zentrifugation bei RT und 1600 U/min für 20 min 
werden die Erythrozyten als unterste Schicht abgetrennt, während in der Mitte eine 
Bande aus Leukozyten schwebt. Diese wird vorsichtig mittels einer feinen Pipette 
aufgenommen und auf neue 50-ml-Röhrchen übertragen. Um eine bessere Auftrennung 
der Leukozyten im folgenden Gradienten zu erzielen, wird erst ein Waschschritt der 
Zellen zwischen geschaltet. Hierbei werden Reste des dichteren Biocoll-Mediums 
ausgewaschen. Die Zellen werden hierzu mit PBS-EDTA (1 % EDTA) auf ein Volumen 
von 30 ml aufgefüllt und bei 1100 U/min, RT,  für 15 min zentrifugiert. Das erhaltene 
Zellpellet wird mit jeweils 30 ml frischem PBS resuspendiert und jetzt auf den zweiten 
Gradienten, bestehend aus je 10 ml Lymphoprep (Dichte 1,077; Fresenius AG, Bad 
Homburg), aufgeschichtet. Die Zentrifugation erfolgt hier ebenfalls bei RT und 
1600 U/min für 20 min. Der etwas weniger deutliche weiße Ring in der Mittelphase 
enthält nun fast ausschließlich Lymphozyten und Monozyten, während die 
Granulozyten und restlichen Erythrozyten als Pellet die unterste Schicht bilden. Die 
vorsichtig abgenommenen Zellen des Ringes werden in neue Röhrchen überführt und 
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mit eiskaltem PBS-EDTA auf 40 ml aufgegossen. Es folgen zwei Waschschritte bei 
900 U/min; 10 min; 4 °C  und 700 U/min; 12 min; 4 °C,  wobei gleichzeitig ein 
Vereinigen der Zellen auf letztlich vier 50-ml-Röhrchen erfolgt. Nach dem zweiten 
Waschen werden die Zellen durch Resuspension mit dem Adhärenzmedium in einem 
Röhrchen vereint.  
Als Adhärenzmedium wird AIM-V-Medium (Gibco Invitrogen, Paisley, UK) 
verwendet, da es sich in Vergleichstests zur Adhärenzverbesserung equiner Monozyten 
gegenüber anderen Medien deutlich effektiver zeigte. Gleichzeitig werden für diesen 
Isolierungsschritt "Primaria"-Zellkulturschalen (Nummer 3803, Falcon, Heidelberg) 
verwendet, die die Adhärenz von equinen Monozyten ebenfalls weiter verbessern und 
so eine Erhöhung der Ausbeute ermöglichen. Das Ausplattieren der gewonnenen 
Zellfraktion erfolgt nun in einer Zelldichte von 5-6x107 Peripheren-Blut-
Mononukleären-Zellen (PBMCs) in 10 ml AIM-V-Medium (je 10-cm-Kulturschale) für 
45 min bei 37 °C  im Brutschrank. Anschließend wird die nicht adhärente Fraktion 
abgespült. Die adhärenten Zellen werden direkt mit Kulturmedium und 
Wachstumsfaktoren versorgt. 
3.3.1.3 Zellkultur 
Zur Generierung von equinen DZ aus Blutmonozyten werden spezielle 
Wachstumsfaktoren benötigt. Die durch die oben beschriebene Plastikadhärenzmethode 
gewonnenen Zellen werden direkt nach dem Abwaschen der nicht adhärenten Fraktion 
mit 10 ml Zellkulturmedium je Kulturschale (Durchmesser 10 cm) versorgt. Dieses 
setzt sich zusammen aus RPMI-1640-Medium (BioWhittaker Cambrex, New Jersey, 
USA) unter Zusatz von 10 % Pferdeserum (hitzeinaktiviert; auch ersetzbar durch fötales 
Kälberserum), L-Glutamin in einer Konzentration von 292 µg/ml, sowie Penicillin 
100 U/ml und Streptomycin 100 µg/ml. Zusätzlich werden die Zellen noch am Tag der 
Isolierung (= Tag 0) mit 10 ng/ml equinem IL-4 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 
und 2000 U/ml humanem GM-CSF (Tebu-Bio GmbH, Offenbach) versorgt. Die Kultur 
erfolgt im Brutschrank bei 37 °C  und 5 % CO2. An Tag 2 werden je Kulturschale 3 ml 
frisches Kulturmedium und wiederum 10 ng/ml equines IL-4, bezogen aufs 
Gesamtvolumen von dann 13 ml, hinzugefügt. Humanes GM-CSF wird ebenfalls, 
bezogen auf das Gesamtvolumen, in einer Konzentration von 500 U/ml eingesetzt. Die 
Ernte der Zellen kann zu verschiedenen Zeitpunkten vorgenommen werden, wobei ab 
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Tag 3 und 4 die Zellen ausreichend entwickelt sind, so dass sich bei weiterer Kultur die 
Ausbeute an DZ verringert. Geerntet werden die schwach adhärenten Zellen durch 
vorsichtiges Abspülen von der Plastikplatte. Das Abzentrifugieren des Kulturmediums 
erfolgt bei 800 U/min für 10 min. Die Zellpellets werden mit frischem Kulturmedium 
aufgenommen, vereinigt und gezählt. Anschließend erfolgt die Verwendung der Zellen 
in funktionellen Versuchen, oder kann letztendlich nach Beladung mit einem Antigen 
(wie z. B. Culicoidesprotein) für Immunisierungszwecke dem Spenderpferd wieder 
reinjiziert werden. 
Die in den folgenden Versuchen verwendeten murinen DZ aus Knochenmark wurden 
von anderen Mitarbeitern innerhalb unserer Laborgruppe zur Verfügung gestellt. Die 
Generierung erfolgte nach einem laboreigenen Protokoll  (LUTZ et al. 1999). 
3.3.1.4 FACS-Analysen 
Zur phänotypischen Charakterisierung der Zellen wurde die Methode der 
Durchflusszytometrie genutzt. Die Analyse erfolgte an einem Durchflusszytometer 
(FACS-ScanTM, Becton Dickinson, Heidelberg).  
Grundlage dieser Methode ist eine Antikörper-Reaktion gegen zellgebundene Antigene, 
die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörpern durchgeführt wird. Bei den 
meisten Versuchen sind mehrere Färbeschritte durchgeführt worden. 
Der hierfür benötigte FACS-Puffer sowie die Fixationslösung werden vorher hergestellt 
und bei 4 °C  gelagert. FACS-Puffer setzt sich aus 500 ml PBS mit 5 ml fetalem 
Kälberserum und 0,1 % Natriumazid zusammen. Die Fixationslösung besteht aus PBS 
mit 2 % Formaldehyd. Um vergleichbare und möglichst aussagekräftige FACS-Daten 
der Zellen zu erhalten, muss für alle Antikörper eines Versuches, wie auch alle 
Bedingungen, ein gleiches Zellzahl-Antikörperverhältnis vorliegen. Deshalb werden die 
Zellen jeder Versuchsbedingung mittels Neubauerkammer-Zählverfahren und 
Trypanblau-Färbung gezählt. Hierzu werden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl 
Trypanblau (Sigma-Aldrich, Deissenhofen) versetzt und die Zählkammer befüllt. Nach 
Auszählung aller vier Großquadranten wird die Zellzahl wie folgt berechnet.  
Zellzahl = Anzahl gezählte Zellen x Verdünnungsfaktor 2 x Volumen der Zellen / 4 
Für jeden Antikörper jeder einzelnen Bedingung werden nun 200.000 Zellen in kleine 
0,6-ml-Röhrchen verteilt und bei 12.500 U/min für 5 min abzentrifugiert. Zur Färbung 
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wird anschließend der jeweilige Antikörper in FACS-Puffer verdünnt und zu je 100 µl 
auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgt nach einem kurzen vortexen, für 30 min 
bei 4 °C  im Dunkeln. Anschließend wird der Antikörper durch Zugabe weiterer 300-µl- 
Puffer je Röhrchen und Abzentrifugieren bei 12.500 U/min für 5 min ausgewaschen und 
der Überstand abgesaugt. Bei unkonjugierten Antikörpern erfolgt nun im gleichen 
Ablauf die Zweitfärbung mit einem PE- oder FITC-gekoppelten Sekundärantikörper. 
Zur abschließenden Fixierung der Zellen wird das Zellpellet am Ende mit 50 µl FACS-
Puffer und 50 µl FACS-Fix aufgenommen und ist dann mehrere Tage bei 4 °C  im 
Dunkeln haltbar. Die Einmessung der Zellen erfolgte allerdings meist direkt, oder am 
folgenden Tag am Durchflusszytometer. Ausgewertet wurden die Daten mit Hilfe des 
CellQuestTM-Computer-Programms Version 3.3 (Becton Dickinson, Heidelberg). 
Eine Liste der hierbei verwendeten Antikörper befindet sich im Anhang der Arbeit. 
3.3.1.5 Endozytosen 
Zur funktionellen Analyse der Phagozytosekapazität der Zellen wurde FITC-Dextran 
oder FITC-Ovalbumin (Serotec, Düsseldorf) verwendet. Beide Stoffe werden über 
unterschiedliche Mechanismen von humanen DZ endozytiert und lassen sich im 
Durchflusszytometer durch den grün fluoreszierenden Marker nachweisen. Die 
Pferdezellen werden hierfür im Kulturmedium mit FITC-Ovalbumin bzw. –Dextran in 
einer Endkonzentration von 0,1-1 mg/ml bei 37 °C  für 30 min inkubiert. Um eine 
passive Aufnahme durch Diffusion zu unterscheiden, wird als Negativkontrolle parallel 
der gleiche Ansatz bei 4 °C  durchgeführt. Nach dem Auswaschen des nicht 
aufgenommenen Markers erfolgt anschließend eine Oberflächenfärbung der Zellen mit 
MHC II. Diese erfolgt nach dem bereits beschriebenen Protokoll. Mit einem PE-
konjungierten Sekundärantikörper wird eine optimale Identifizierung der MHC-II- 
positiven, Endozytose-positiven DZ ermöglicht. Auch hier erfolgte die Einmessung im 
FACS-ScanTM und die Auswertung mittels des CellQuestTM-Programms (Becton 
Dickinson, Heidelberg). 
3.3.1.6 Zytospins 
Für morphologische Studien an den kultivierten Pferdezellen wurden zusätzlich zu den 
direkten Aufnahmen durch ein Phasenkontrastmikroskop Zytospins angefertigt. Hierfür 
wurden 50.000–200.000 Pferdezellen mittels einer Zytospin-Zentrifuge (Cytospin 3, 
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Shandon, Waltham, USA) bei 500 U/min für 3 min einzeln auf Objektträgern verteilt. 
Nach einer kurzen Trocknungsphase erfolgte eine Färbung der Zellen nach May-
Grünwald-Giemsa. Diese wurde freundlicherweise in der histologischen Abteilung 
unserer Klinik durchgeführt. Die Beurteilung und ein Fotografieren der Zellen wurden 
bei bis zu 50-facher Vergrößerung im Mikroskop mit einer Nikon-CoolPix-990- 
Digitalkamera (Nikon, Düsseldorf) mit Hilfe eines Okularaufsatzes vorgenommen. 
3.3.1.7 Fluoreszenzmikroskopie 
Um die effektive Aufnahme FITC-markierter Partikel in die Pferde-DZ hinein weiter zu 
untersuchen, wurde ein Fluoreszenzmikroskop verwendet. FITC-Ovalbumin bzw. 
FITC-konjugiertes Culicoidesprotein wurde nach obigem Protokoll von Pferde-DZ 
endozytiert. Anschließend wurden die Zellen mittels Cytospin-Zentrifuge auf 
Objektträger aufgebracht. Für die Färbung wurden die Zellen mit einem Bromopropane- 
Stift (Cytomation Pen, Dako, Hamburg) auf dem Objektträger eingerahmt und dann mit 
4 % Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt) für 15 min überschichtet. Für weitere 15 min 
wurden die Zellen mit 0,1%igem Glyzin (Carl-Roth, Karlsruhe) inkubiert und zuletzt 
mit Fluoromount eingedeckelt. Die Auswertung und Betrachtung der Zellen wurde an 
einem Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica (Leica DMRB, Wetzlar) vorgenommen 
und mit Hilfe einer CCD-Kamera und OpenLab-Bildverarbeitungssoftware 
dokumentiert.  
3.3.1.8 Gemischte Leukozytenreaktion (Mixed Leucocyte Reaction) 
Ein wichtiges Merkmal der DZ ist ihre Fähigkeit, im Rahmen einer Immunreaktion 
Lymphozyten zu aktivieren, und damit T-Zellen zur Teilung anzuregen. Diese 
Eigenschaft lässt sich in vitro in Form einer gemischten Leukozytenreaktion (MLR) 
künstlich nachstellen und beweisen. Die DZ werden hierfür bis Tag 3 oder 4 gemäß 
Protokoll kultiviert und geerntet. Um eine optimale Stimulation zu erreichen, werden 
Lymphozyten eines anderen Spenderpferdes zu einer allogenen Reaktion verwendet. 
Lymphozyten fallen bei der Monozyten-Isolierung im Adhärenzschritt als so genannte 
Nicht-adhärente-Fraktion (NAF) an. Für optimale Ergebnisse wurden die Lymphozyten 
zum Ansatz der DZ-Stimulation am gleichen Tag frisch isoliert und direkt in der MLR 
eingesetzt. Hierbei wurden jeweils 200.000 Lymphozyten in 100 µl MLR-Medium pro 
well in einer 96-well-Platte (Falcon, Heidelberg) verteilt. Das verwendete Medium 
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besteht aus dem üblicherweise verwendeten Kulturmedium mit zusätzlich 10 % Pferde-
plasma (PAA, Pasching, A). Die DZ wurden in einer Konzentration von 100.000 DZ in 
100 µl MLR-Medium aufgenommen und im Dreifach-Ansatz titriert. Beginnend mit 
100.000 Zellen je well wurden nach unten hin 30.000, 10.000, 3.000, 1.000 und 0 DZ 
auf die jeweils 200.000 NAF-Zellen verteilt. Nach 48 Stunden Cokultur bei 37 °C  
wurde [³H]-Thymidin in einer Konzentration von 1 µCi/well als radioaktiver Marker der 
Kultur hinzugefügt.  Nach weiteren 24 h wurde die Kultur mit Hilfe eines Wallac-
Zellerntegerätes (Wallac Connectorate AG, Dietikon, CH) auf ein Filterpapier 
übertragen und der Einbau des [³H]-Thymidin in die sich teilenden Lymphozyten 
mittels eines Wallac/Perkin-Elmer-Geigerzählergerätes (1450 Micro Beta Plus Counter, 
Wellesley, USA) gemessen. Die Höhe des gemessenen [³H]-Thymidins entspricht direkt 
der Teilungsrate der Lymphozyten und somit auch gleichermaßen der stimulatorischen 
Kapazität der DZs. Als Verarbeitungssoftware diente Micro Beta 1450 Windows 
Workstation. 
3.3.1.9 RT-PCR 
Für eine genauere Untersuchung der Zytokinproduktion equiner Zellen stehen nur sehr 
begrenzte Mittel zur Verfügung. Die Betrachtung bestimmter Interleukine und ihre 
Rolle lässt sich deshalb im Moment nur auf RNA-Ebene nachvollziehen. Hierfür stehen 
glücklicherweise bereits umfangreiche Datenbanken mit genauen Sequenzierungs-
angaben zur Verfügung. Die Isolierung der RNA erfolgte hierbei mit Hilfe des 
QIAshredders der Firma Qiagen (Quiagen GmbH, Hilden). Bis zu 10 Millionen DZ 
werden als Zellpellet abzentrifugiert und in dem bereitgestellten RLT-Puffer mit ß-
Mercaptoethanol aufgenommen. Über Zentrifugation in den Shreddersäulen werden die 
Zellwände aufgebrochen und die RNA in Lösung gebracht. Mit Hilfe des RNeasy Mini-
Kits (Quiagen GmbH, Hilden) wird anschließend die Aufreinigung und Konzentrierung 
der RNA gemäß des angegebenen Protokolls durchgeführt. Zur Bestimmung der 
gewonnenen RNA-Menge wird eine 1:25-Verdünnung der Lösung mit Aqua dest. 
hergestellt und bei 260 nm Wellenlänge im Spektrophotometer (Pharmacia Biotech 
Ultraspec 2000, Buckingham Shire, UK) gemessen. Die RNA-Konzentration der 
Lösung berechnet sich nach der folgenden Formel: 
c(ng/µl) = OD x 25 x 40 
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Die Gesamtmenge an RNA in ng ergibt sich danach aus dem Produkt der Konzentration 
und der gewonnenen Menge in µl:  
Gesamtmenge RNA (ng) = c (ng/µl) x Volumen (µl) 
Ein Anteil von 0,1-5 µg RNA wurde anschließend mittels des first strand cDNA 
synthesis Kits (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot) weiter verarbeitet. Die Umschreibung 
der RNA in cDNA erfolgte genau nach dem angegebenen Protokoll unter Verwendung 
der mitgelieferten Reaktionssubstanzen. Für die abschließende Polymerase-Ketten-
Reaktion wurde der Mastermix  von Eppendorf (Eppendorf, Hamburg) verwendet. Die 
verwendeten Primer für equines Interleukin 12 und ß-Aktin wurden von MWG-Biotech 
AG synthetisiert und geliefert. Die einzelnen Proben wurden in 50 µl-Ansätzen nach 
folgender Zusammensetzung pipettiert: 
 1,5 
1,5
3 
2 
22 
µl   Primer 3`  (10 pmol) 
µl   Primer 5`  (10 pmol) 
µl   MgOAc     (25 mM) 
µl   cDNA 
µl   Aqua bidest. 
+ 20 µl   Master Mix 
Die Ansätze werden zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen so schnell wie möglich 
in die PCR-Maschine (MJ Research PTC-200 DNA-Engine, München) gegeben, wo 
sofort mit dem ersten Denaturierungsschritt begonnen wird. Dieser erfolgte bei 94 °C 
für 2 min. Zwischen 35 und 40 Amplifikationszyklen wurden bei 94 °C und 45 Sek. zur 
Denaturierung und 58, 60 oder 62 °C Anlagerungstemperatur für ebenfalls 45 Sek. 
durchgeführt. Die Anlagerungstemperatur wurde für jeden Primer jeweils im Optimum 
ausgewählt, so dass IL-12p35 bei 58 °C, IL-12p40 bei 60 °C und ß-Aktin bei 62 °C 
amplifiziert wurden. Die Extensionsphasen waren jeweils bei 72 °C für 1 min gewählt 
worden und die Schlussextension ebenfalls bei 72 °C für 7 min. Zur anschließenden 
Gelelektrophorese wurde ein 1,6%iges Gel mit Ethidiumbromid  (Endkonzentration 
1 µg/ml; Carl-Roth, Karlsruhe) gegossen. Nach einer Anfärbung mit DNA-Farbstoff 
werden die Proben in einer Gelelekrophoresekammer aufgetrennt. Das Ablesen der Gele 
erfolgte in einem AlphaImager 2200 (Alpha Innotec Cooperation, San Leandro, USA)  
unter speziellem UV-Licht und wurde mit AlphaEaseFC-Software verarbeitet. 
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3.3.2 Culicoides-Fliegen-Protein 
3.3.2.1 Proteinextraktion aus Culicoidesmücken 
Die Isolierung von Culicoidesprotein erfolgte als Ganzkörperpräparation nach einem 
Protokoll von Prof. E. Marti, Bern (Schweiz), in folgenden Arbeitsschritten. Die aus 
Großbritannien von Prof. Mellor, Pirbright (England) bezogenen lebenden 
Fliegenpuppen der Spezies Culicoides wurden für 2 Tage bei 4 °C aufbewahrt, bis der 
größte Teil der Mücken geschlüpft waren.  Durch Einfrieren bei -80 °C wurden die 
Tiere getötet. Der weitere Aufarbeitungsvorgang ist in Abbildung 8 kurz zur Übersicht 
zusammengefasst. 
Zerkleinerung 
mittels Ultraturrax,
lösen in 0,9% NaCl
3-4 Zentrifugationsschritte
~ 400 Culicoidesmücken
von Prof. Phillip Mellor, GB ~ 6,5 mg Culicoidesprotein
in NaCl-Lösung
Sterilfiltration
 
Abbildung 8  Verarbeitung von Culicoidesmücken zur Gewinnung eines Proteinextraktes 
Die Verarbeitung der von Prof. Mellor aus Pirbright, GB,  bezogenen Mücken erfolgte nach dem Protokoll 
von Prof. Marti, CH nach persönlicher Absprache. Die Grobzerkleinerung der Fliegen wurde mit einem 
Ultraturrax in NaCl-Lösung vorgenommen. Anschließend erfolgten mehrere Zentrifugationsschritte bis zur 
endgültigen Sterilfiltration.   
 
Zur Präparation werden die Fliegenkörper mit physiologischer Kochsalzlösung versetzt 
und mittels eines Ultraturrax-Gerätes (T8 IKA-Werke/Labortechnik, Staufen) 
mechanisch bei 100 W und 5.000-25.000/min zerkleinert. Die Entfernung der 
unlöslichen Grobbestandteile erfolgte durch mehrfache Zentrifugationsschritte bei 
4.600 U/min in der (Haereus Multifuge 35-R, Heidelberg) und bei 13.000 U/min in der 
Minifuge (Biofuge pico, Heraeus, Heidelberg). Der dabei anfallende grobe Fliegenrest 
wurde nochmals mit frischer Kochsalzlösung aufgerührt und erneut abzentrifugiert, um 
möglichst alle löslichen Bestandteile zu extrahieren. Die gesamte Ausbeute an löslichen 
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Fliegenbestandteilen wurde anschließend auf ihren Proteingehalt hin untersucht. Aus ca. 
400 geschlüpften Fliegen konnten nach der hier beschriebenen Methode ca. 6,5 mg 
Protein isoliert werden. 
3.3.2.2 Proteinmessung mittels BioRad-Protein-Assay 
Die Proteinbestimmung des Fliegenextraktes wurde nach Anleitung des BioRad-
Protein-Assays (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) durchgeführt. Als Eichkurve 
wurde eine Verdünnungsreihe aus einer BSA-Stammlösung von 2 mg/ml hergestellt. Je 
0/1/2/3/4/5 µl der Stammlösung werden auf 1000 µl der verdünnten BioRad-Lösung 
aufgefüllt. Im Doppelansatz werden dann 20 µl der zu bestimmenden Proteinlösung mit 
980 µl Reaktionslösung versetzt. Die Einmessung erfolgt in einem Photospektrometer 
(Pharmacia Biotech Ultraspec 2000, Buckingham Shire, UK) bei 595 nm Wellenlänge. 
Nach Erstellen der Eichkurve werden die einzelnen Proben eingemessen, deren 
Proteinkonzentration anschließend anhand der Eichkurve berechnet werden kann.  
3.3.2.3 FITC-Konjugation von Culicoidesprotein 
Für die weiteren Untersuchungen des Culicoidesproteins in Zusammenhang mit DZ war 
eine Kopplung des Proteins an einen Fluoreszenzmarker wichtig. Hierfür wurde das 
FITC-Labeling-Kit der Firma Calbiochem® (Calbiochem-Merck, Darmstadt) 
verwendet. Die Konjugation erfolgte nach dem angegebenen Protokoll. Nach einer 
Über-Nacht-Dialyse in Carbonat-Puffer wurde eine Konzentration von 2 mg/ml Protein 
eingestellt. Die frisch angesetzte FITC-Lösung des Kits wurde in einer Konzentration 
von 200 µg FITC auf 1 mg Protein eingesetzt und für 2 Stunden in einem „End-over-
End“-Schüttler inkubiert. Anschließend erfolgte eine erneute Dialyse des Protein-
konjugates über Nacht. Bereits während der Konjugation und das fertige Produkt sind 
möglichst gut vor Licht zu schützen, da die Fluoreszenzkomponente sehr empfindlich 
ist. Für kurze Zeit lässt sich das Konjugat im Kühlschrank für bis zu 3 Monaten bei  
-20 °C aufbewahren.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Isolierung von Monozyten aus Vollblut beim Pferd 
Für die Gewinnung von DZ gibt es sowohl bei der Maus als auch beim Menschen 
bereits gut etablierte Protokolle. Seit vielen Jahren werden in diesen Systemen in vitro 
und in vivo Versuche durchgeführt, um die Funktionen dieses wichtigen Zelltyps im 
Organismus besser verstehen und vor allem auch zu therapeutischen Zwecken nutzen zu 
können. In anderen Säugetieren, wie auch beim Pferd, stecken die Methoden zur 
Generierung dieser Zellen noch in den Anfängen. Eine direkte Übertragung der 
Protokolle zur Gradienten-Isolierung von Monozyten aus Vollblut vom Menschen auf 
das Pferd führte nur zu sehr eingeschränkten Erfolgen. Die Unterschiede in Größe und 
damit auch in der Dichte der Leukozyten zwischen Mensch und Pferd lassen eine 
Abgrenzung der einzelnen Fraktionen über nur einen Gradienten nicht zu. Die wenigen 
Veröffentlichungen zu diesem Thema (HAMMOND et al. 1999; MAUEL 2002; 
SIEDEK et al. 1997) zeigten eine große Varianz in der Methode und Zellzahlausbeute, 
so dass auf diesem Gebiet noch einige Verbesserungen notwendig waren. 
4.1.1 Verbesserung der Gradienten zur Aufreinigung von Monozyten 
Als Grundlagen-Protokoll erschien die von MAUEL (2002) (MAUEL 2002) 
beschriebene Methode zur Isolierung von Monozyten aus venösem Vollblut am besten 
geeignet. Das von den Pferden entnommene Vollblut wurde hierbei über einen ersten 
Gradienten mit einer Dichte von 1,09 mg/ml von einem Großteil der Erythrozyten 
befreit. Anschließend wurden die in der Interphase gewonnenen Leukozyten in einem 
Zwischenschritt mit PBS gewaschen, um Reste des dichteren Gradientenmaterials zu 
entfernen. Dieser Schritt wird im Protokoll von MAUEL nicht ausdrücklich erwähnt. Es 
erscheint aber sinnvoll, da die anschließende Aufreinigung in einem zweiten, etwas 
weniger dichten Gradienten mit 1,077 mg/ml verbessert wird. Bei dieser Auftrennung 
werden nun die Granulozyten als schwerere Zellen von den leichteren, in der Interphase 
schwebenden Monozyten und Lymphozyten separiert.  
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4.1.2 Analyse der unterschiedlichen Gradientenfraktionen 
Zur Optimierung dieser Aufreinigungsmethode wurden die beiden Phasen des zweiten 
Gradienten genauer untersucht. Zellen aus der Interphase und Zellen aus dem 
abgesetzten Zellpellet wurden jeweils mit Hilfe einer Zytospin-Zentrifuge auf 
Objektträger aufgebracht. Zur Differenzierung der Zelltypen wurden sie anschließend 
mit May-Grünwald-Giemsa gefärbt. 
Erythrozyten
1.Biocoll Gradient
(δ = 1,090)
2.Lymphoprep Gradient
(δ = 1,077)
Granulozyten
Monozyten/Lymphozyten
20µm
20µm
Bild a)
Bild b)  
Abbildung 9 Bei der Auftrennung über dem zweiten Gradienten ergeben sich zwei 
Hauptzellfraktionen 
Im Ring der Interphase finden sich die in Bild a) zu sehenden Lymphozyten und Monozyten (?). Bild b)  
zeigt die davon abgetrennten Granulozyten im unteren Zellpellet, u. a. auch eosinophile Granulozyten (?), 
die beim Pferd durch große, stark eosinophile Granula sehr deutlich zu erkennen sind. Die Zellen wurden 
direkt anschließend an die Gradientenauftrennung mittels Cytospin-Zentrifuge auf Objektträger gebracht 
und anschließend mit May-Grünwald-Giemsa gefärbt. 
An den gefärbten Fraktionen lässt sich die Effektivität des Auftrennungsverfahrens sehr 
gut erkennen. Die Abtrennung der Granulozyten von den restlichen Leukozyten erfolgt 
äußerst erfolgreich, was für die weiteren Isolierungsschritte sehr wichtig ist. Denn 
gerade Granulozyten zeigen beim Pferd ein sehr starkes Potential zur Adhärenz an 
Plastikmaterial, und dieser Verfahrensschritt dient der weiteren Isolierung von 
Monozyten aus dem Leukozytenpool. Werden beide Fraktionen des zweiten Gradienten 
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nun in gleicher Zelldichte und nach gleichem Verfahren in Plastikkulturschalen zur 
Adhärenz ausgesät, zeigen Granulozyten ein ähnliches Verhalten wie die eigentlich 
erwünschten Monozyten. Nach einer Adhärenzzeit von 30-60 min ist bei beiden 
Fraktionen demnach ein dichter, fest haftender Zellrasen, der im Gegensatz zu den 
Lymphozyten nicht mehr abwaschbar ist, zu sehen. Auch in der weiteren Kultur lassen 
sich die Granulozyten vorerst nicht mehr von den sich weiter entwickelnden Monozyten 
unterscheiden.  
Bild a)
Bild b)
Bild c)
Bild d)
Dendritische Zellen
Granulozyten
Granulozyten Granulozyten
 
Abbildung 10 Granulozyten in Kultur, betrachtet  im Phasenkontrastmikroskop, sehen DZ sehr 
ähnlich 
Die im zweiten Gradienten abgetrennten Granulozyten wurden unter den gleichen Bedingungen wie auch 
die Monozyten ausplattiert und kultiviert. Bild a) Die Granulozyten zeigen auf Plastikkulturschalen eine 
starke Adhärenz, so dass bei gleicher Methode wie zur DZ-Generierung ebenso eine dichte Zellkultur 
entsteht. Bild b) Auch an Kulturtag 2 sind die Granulozyten im Kontrastmikroskop kaum von den DZ in 
Bild c)  zu unterscheiden. Bild d) Erst eine Kultur der Zellen bis Tag 3 und  danach führt zum Absterben 
der Zellen, zu sehen in der Bildung großer und kleinerer Zelldetritushaufen (?). DZ lassen sich im 
Vergleich hierzu deutlich länger (bis zu 10 Tage) in Kultur halten. 
Granulozyten lassen sich im Phasenkontrastmikroskop optisch nicht von den 
Monozyten differenzieren und lösen sich ebenso wie diese mit der Zeit vom Boden der 
Kulturschale ab. Bis einschließlich Kulturtag 2 können kontaminierende Granulozyten 
bei der Generierung von DZ, also in der Kultur optisch nicht unterschieden werden. Die 
Qualität der Kultur muss somit über einen optimalen Gradienten in der zweiten 
Auftrennungsphase sichergestellt werden. Im weiteren Kulturverlauf können 
Granulozyten dadurch identifiziert werden, dass ihre Überlebensdauer im Vergleich zu 
der von Monozyten bzw. DZ deutlich kürzer ist (Abb. 10). Bereits am dritten Kulturtag 
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stirbt ein Großteil der Granulozyten ab und bildet große Haufen von Zellresten an der 
Oberfläche. Im Gegensatz dazu entwickeln sich zu diesem Zeitpunkt die DZ aus den 
Monozyten und können bis zu 10 Tage und länger weiter in Kultur gehalten werden.  
4.1.2.1 FACS-Analyse der einzelnen Zellfraktionen 
Möglichkeiten zur Unterscheidung von Granulozyten und DZ bieten außerdem FACS-
Analysen und funktionelle Tests. Untersuchungen der Zelloberflächen auf bestimmte 
Pferde, spezifische Oberflächenmoleküle mittels Antikörper und Durchflusszytometrie, 
zeigen deutliche Unterschiede. 
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Abbildung 11 FACS-Oberflächenprofil von Dendritischen Zellen und Granulozyten im Vergleich 
an Kulturtag 3 
Vollblut wurde nach Standardprotokoll über zwei Gradienten in verschiedene Zellfraktionen aufgetrennt. 
Wie in Abbildung 9 bereits beschrieben, werden im zweiten Gradienten vor allem Granulozyten von den in 
der Interphase schwebenden Monozyten abgetrennt. Diese beiden Zellfraktionen wurden hier parallel 
nach DZ-Standardprotokoll ausplattiert und für 3 Tage mit eqIL-4 und GM-CSF kultiviert. An Tag 3 wurden 
die Zellen geerntet und für eine FACS-Analyse gefärbt und deren Fluoreszenz gemessen.  
Verwendet wurden hierbei unter anderem die beiden Antikörper EqWC1 und EqWC2, 
die von Prof. ANCZAK (1994) (KYDD et al. 1994) beschrieben wurden. Beide 
Antikörper sollen laut SIEDEK et al. (SIEDEK et al. 1997) und KYDD et al. (KYDD et 
al. 1994) auf verschiedenen Gewebezellen des Pferdes und unter anderem auch auf DZ 
binden. EqWC1 zeigt eine deutliche Bindung bei den Granulozyten und ist an Tag 3 auf 
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DZ nicht nachweisbar. Im Gegensatz hierzu ist EqWC2 weniger spezifisch und auf 
beiden Leukozytenarten exprimiert. Die schon im humanen und murinen System gut 
erforschten typischen Oberflächenmoleküle von DZ, wie EqCD11a/CD18 (ZHANG et 
al. 1998), CD83 und CD86, fehlen auf den equinen Granulozyten völlig und auch die 
beiden MHC-Komplexe sind kaum oder gar nicht anfärbbar. Im Gegensatz dazu lassen 
sich DZ durch ihre deutliche MHC-I- und sehr starke MHC-II-Positivität unterscheiden. 
Eine Differenzierung dieser beiden Zelltypen ist demnach durch eine Analyse 
bestimmter Oberflächenmarker im Durchflusszytometer möglich. Mit den hier 
beschriebenen Antikörpern ist eine Identifizierung von DZ des Pferdes nun zum Teil 
möglich. Wichtig hierbei sind vor allem die Oberflächenmarker MHC II, CD83 und 
CD86. Diese Moleküle sind auch beim Menschen wichtige Beschreibungskriterien in 
der Unterscheidung reifer und unreifer DZ. Vor allem die Verfügbarkeit eines 
spezifischen equinen MHC-II-Antikörpers lieferte in den folgenden Versuchen wichtige 
Anhaltspunkte. 
4.1.2.2 Gemischte Leukozytenreaktion (MLR) der einzelnen Zellfraktionen 
Eines der wichtigsten Merkmale zur Identifizierung von DZ ist deren Fähigkeit, T-
Zellen zu aktivieren und damit zur Proliferation anzuregen. Diese immunologisch so 
bedeutende Eigenschaft lässt sich in einem einfachen allogenen T-Zell- 
Proliferationsassay in vitro nachweisen. Dazu werden frisch isolierte Lymphozyten 
eines zweiten, nicht näher verwandten Pferdes, isoliert und mit DZ des ersten 
Spenderpferdes für 3-4 Tage zusammen kultiviert. Durch die Zugabe von radioaktivem 
Thymidin wird anhand der Einbaurate des radioaktiven Thymidin in die sich teilenden 
T-Zellen deren Teilungsrate ermittelt. Da lediglich DZ, vor allem in ihrer reifen Form, 
die Fähigkeit zur T-Zellstimulation besitzen, lassen sie sich hierbei von Granulozyten 
abgrenzen, die keinerlei stimulatorische Kapazität zeigen. 
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Abbildung 12  Dendritische Zellen als potente T-Zell-Stimulatoren (gemessen anhand des 3H-                         
Thymidineinbaus)  im Unterschied zu Granulozyten 
Die Granulozyten und DZ wurden parallel unter gleichen Bedingungen bis Tag 3 kultiviert. Die Fähigkeit, 
allogene T-Zellen zu stimulieren, wird in einer gemischten Lymphozytenreaktion anhand des 
Thymidineinbaus in T-Zellen gemessen. Im Vergleich zu DZ, die potente Stimulatoren sind und bei 
steigender Zellzahl zu einer Steigerung der T-Zellteilungsrate, entsprechend einem gesteigerten 
Thymidineinbaus führen, zeigen Granulozyten diese Fähigkeit nicht. Das Experiment ist repräsentativ für 
zwei Experimente mit ähnlichem Resultat. 
Wie in der Grafik Abbildung 12 zu sehen ist, nimmt die stimulatorische Kapazität der 
DZ mit zunehmender Zellzahlerhöhung von 1000 auf 100.000 Zellen im Verhältnis zu 
einer gleich bleibenden Lymphozytenzahl von 200.000 Zellen proportional zu. Die 
Granulozyten hingegen weisen keinerlei stimulatorische Fähigkeit auf. Die eingesetzten 
Lymphozyten zeigen keinen Thymidineinbau und somit auch keine proliferative 
Aktivität in Kultur mit Granulozyten. 
Für eine optimale und möglichst reine Ausbeute an DZ aus Vollblut ist also die saubere 
Abtrennung der Lymphozyten-Monozyten-Fraktion über die beiden Dichtegradienten 
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äußerst entscheidend. Kontaminierende Granulozyten, die in ihrem Oberflächenprofil 
und ihrer Funktionalität deutlich von DZ zu unterscheiden sind, lassen sich in Kultur 
kaum mikroskopisch erkennen und auch nicht mehr nachträglich eliminieren.  
4.1.3 Verbesserung der Monozytenadhärenz 
Ein weiterer kritischer Punkt in der Isolierung und Generierung von DZ beim Pferd 
stellt der Adhärenzschritt dar. Für die Abtrennung der Lymphozyten von den 
Monozyten wird beim Menschen das Potential der Monozyten zur Anheftung an 
Plastikmaterial genutzt. Ein optimales Zellzahlverhältnis zur Fläche der Plastikkultur-
schale ermöglicht den Monozyten eine gute Bindung an den Boden der Kulturschale, so 
dass nach etwa 1 bis 2 Stunden die nicht adhärente Lymphozytenfraktion durch 
dreimaliges Waschen entfernt werden kann. Nach Versorgung der zurückbleibenden 
Monozyten mit Kulturmedium und Zytokinen lösen sich diese innerhalb der nächsten 
Stunden wieder vom Boden ab und entwickeln sich in der weiteren Kultur zu DZ. Der 
beschrieben Adhärenzschritt führt beim Pferd unter den normalen Bedingungen nur zu 
unbefriedigenden Ergebnissen. Problematisch erschien hierbei die deutlich geringere 
Anheftungskraft der Monozyten auf den normalen, standardisiert verwendeten 
Kulturschalen. Zur Verbesserung wurden nun andere Kulturmedien und verschiedene 
Plastikkulturschalen ausgetestet. Für die Steigerung der Monozytenbindung an der 
Kulturschale hat sich besonders ein spezielles Medium der Firma Gibco unter der 
Bezeichnung AIM-V-Medium bewährt. Während die weitere Kultur der Monozyten in 
RPMI-Medium fortgeführt wurde, wurden die Zellen speziell für den Adhärenzschritt in 
AIM-V-Medium gehalten. Als zusätzlicher Fortschritt erwiesen sich besondere 
Plastikkulturschalen, die freie Stickstoffgruppen in ihrer Grundstruktur aufweisen. 
Diese scheinen eine Anheftung der equinen Monozyten am Boden der Kulturschale zu 
verbessern. Bereits nach 30 Minuten binden die Monozyten effektiv an dem 
Plastikmaterial der Primaria-Schalen fest und lösen sich auch beim Abwaschen der 
Lymphozyten kaum von der Platte. In der anschließenden Kultur konnte durch diese 
Verbesserungen die Zahl der gewonnenen DZ von 0,5 bis 1 Million auf bis zu 3 
Millionen DZ pro 10-cm-Kulturschale erhöht werden. 
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4.2 Kultur von Dendritischen Zellen aus Monozyten 
4.2.1 Dendritische Zellen im Vollblut von Pferden 
4.2.1.1 Mikroskopische Beobachtungen 
Von den ersten Versuchen an fiel bei der Kultur von Monozyten eine zum Teil sehr 
frühzeitige Entwicklung von DZ auf. Bereits an Kulturtag 1 waren vereinzelt Zellen mit 
der typischen Morphologie, nämlich der beginnenden Segelbildung zu sehen.  
Bild a Bild b
Bild d
Bild c
Bild e
20 µm 20 µm
 
Abbildung 13 Dendritische Zellen im Phasenkontrastmikroskop an Kulturtag 1 
DZ wurden kultiviert in 10-cm-Ø-Kulturschalen und direkt in Kultur durch ein Phasenkontrastmikroskop 
fotografiert. Bereits sehr frühzeitig entwickeln sich teilweise DZ mit längeren Fortsätzen und Segeln. 
Bild a) zeigt Zellen, die bereits an Tag 1 einen relativ gut entwickelten unreifen Phänotyp aufweisen. In 
Bild b) sind ebenfalls an Kulturtag 1 DZ mit längeren Segeln (?) zu erkennen, die in den Darstellungen c-
e nochmals einzeln zu sehen sind. Die Fotos sind repräsentativ für mindestens 10 Experimente mit 
ähnlichem Ergebnis. 
In Abbildung 13 sind frisch nach der in 3.3.1.2 beschriebenen Methode isolierte 
Monozyten an Kulturtag 1 zu sehen. Die in den Gewebekulturschalen befindlichen 
Zellen wurden durch ein Phasenkontrastmikroskop beobachtet und fotografiert. Bereits 
nach 24 Stunden können unterschiedliche Zelltypen differenziert werden. Abgesehen 
von einigen unerwünschten kleinen Lymphozyten sind große, noch adhärente dunklere 
Zellen, die Monozyten darstellen, zu sehen. Die weiterhin erkennbaren, nicht mehr ganz 
runden, sondern eher unregelmäßig geformten Zellen sind erste Entwicklungsstadien 
vom Boden gelöster, sich zu DZ weiter differenzierender Monozyten. Zusätzlich finden 
sich auch bereits morphologisch noch weiter entwickeltere Stadien von DZ, die durch 
ihre langen segelartigen Ausläufer gekennzeichnet sind, in den Schalen. Im Laufe der 
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nächsten Kulturtage kann eine kontinuierliche Entwicklung der restlichen Monozyten 
hin zu DZ beobachtet werden. Es entstehen vor allem in den ersten 3 bis 4 Kulturtagen 
kontinuierlich neue DZ unterschiedlicher Stadien aus den verbleibenden Monozyten. 
Somit unterscheidet sich die DZ-Kultur beim Pferd auch hier etwas von den humanen 
und murinen Systemen. Dort entstehen relativ homogene Populationen eines 
einheitlichen Entwicklungsstadiums von DZ aus den kultivierten Monozyten bzw. 
Knochenmarksvorläuferzellen. Zu vermuten war deshalb, dass beim Pferd bereits einige 
voll entwickelte sowie auch späte Vorläuferstadien der DZ im Vollblut natürlicherweise 
vorhanden sind.  
4.2.1.2 Bestimmung des Anteils von Dendritischen Zellen in der PBMC-Fraktion 
Um diese These zu untersuchen, wurde die aus den Gradienten gewonnene 
Leukozytenfraktion aus vorwiegend Lymphozyten und Monozyten direkt nach der 
Isolierung für eine FACS-Analyse gefärbt.  
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Abbildung 14  FACS-Analyse der einzelnen isolierten PBMC-Fraktionen 
Die Zellen wurden nach Standardprotokoll bis hin zur PBMC-Fraktion aufgereinigt. Anstelle des 
Ausplattierens wurden die Zellen jedoch direkt mit Antikörpern gegen bestimmte Oberflächenmoleküle zur 
FACS-Analyse markiert und im FACS-Scan analysiert. Das Ergebnis ist repräsentativ für zwei 
durchgeführte Experimente mit ähnlichem Ergebnis. Die einzelnen eingegrenzten und separat analysierten 
Zellpopulationen wurden mit R1 bis R4 eingegrenzt und gekennzeichnet. MFI bezeichnet die jeweils 
mittlere Fluoreszenzintensität des angegebenen Antikörpers und steht damit für die Dichte, mit der der 
jeweilige Antikörper auf der Zelle gebunden wurde.  
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Die in der Abbildung 14 gezeigten Prozentzahlen beziehen sich auf den jeweiligen 
Anteil der Zellen im Gesamtpool der als PBMCs-isolierten Leukozyten. Durch die 
vorherige Abtrennung der Granulozyten im Gradienten erscheint diese Zellpopulation 
nur in einem sehr geringen Anteil von 7 % in dem gezeigten „DotPlot“-Profil als 
Region R1. Die in Region R2 eingekreisten Zellen lassen sich als Lymphozyten 
identifizieren. Die kleinen, wenig granulären Zellen stellen mit 56 % den größten 
Anteil. Sie lassen sich nicht nur über ihre Lage im „Forward“- und „Side-Scatter“ 
erkennen, sondern zeigen zu 53 % CD4- und zu 15 % CD8-positive Zellen als Merkmal 
von T-Lymphozyten. Die restlichen etwa 30 % in R2 lassen sich vermutlich B- und 
anderen Zellen zuordnen. Im Gegensatz dazu lässt sich eine dritte Population größerer 
Zellen, die mit 18 % vertretenen Monozyten abgrenzen. Mit einer mittleren Fluoreszenz 
(MFI) von 63 sind sie eindeutig MHC-II-positiv. Aus dem Hauptteil dieser Population 
können sich durch gezielte Kultur DZ entwickeln. Zusätzlich zu sehen sind jedoch noch 
weitere 4 % Zellen, die deutlich größer sind und sich in der Region R4 von den 
Monozyten abgrenzen lassen. Ein Unterschied zu den Monozyten zeigt sich nicht nur in 
Größe und Granularität, sondern auch in der MHC-II-Färbung. Die mittlere 
Färbungsfluoreszenz dieser Zellen liegt um das 3-fache höher und lässt daher auf bereits 
voll entwickelte, vermutlich reife DZ schließen.  
4.2.1.3 Endozytose von FITC-Ovalbumin als funktioneller Test von Dendritischen Zellen 
des Blutes 
Als weitere Unterstützung dieser Theorie sollte ein funktioneller Test dieser frisch aus 
dem Blut isolierten Zellpopulation durchgeführt werden. Die PBMCs wurden hierfür 
nach Standardprotokoll isoliert und anschließend zur Adhärenz auf Plastikkulturschalen 
ausplattiert. Nach dem Abwaschen der nicht adhärenten Fraktion wurden die auf den 
Platten isolierten Zellen nicht in Kultur genommen, sondern vorsichtig mit einem 
Zellschaber abgelöst. Die so gewonnenen Zellen wurden direkt in einem FITC-
Ovalbumin-Endozytose-Assay verwendet, um ihre mögliche Fähigkeit zur 
Makropinozytose über die Zelloberfläche zu erforschen. Diese Eigenschaft ist vor allem 
kennzeichnend für Zellen des antigenpräsentierenden Zellsystems und damit auch für 
DZ. 
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Abbildung 15 FITC-Ovalbumin-Endozytose frisch isolierter Tag-0-Zellen, nach Adhärenz 
Die nach Standardprotokoll isolierten PBMCs wurden durch den Adhärenzschritt in die nicht adhärente 
und adhärente Fraktion aufgetrennt. Die am Plastik anhaftenden Zellen wurden durch sanftes Abschaben 
sofort wieder abgelöst und gleich im Anschluss deren Endozytosekapazität mit FITC-Ovalbumin getestet. 
Zur Darstellung im FACS erfolgte zusätzlich eine Oberflächenfärbung mit MHC II. Ein Anteil von 32 % der 
nun so bezeichneten Tag-0-Zellen zeigt nicht nur eine hohe MHC-II-Markierung, sondern auch die 
Fähigkeit, Ovalbumin aktiv aufzunehmen. Das Ergebnis ist repräsentativ für zwei Experimente mit 
ähnlichem Ergebnis. 
Die im „DotPlot“ in Abbildung 15 eingegrenzte Zellpopulation zeigt wiederum bereits 
an Tag 0 eine relativ hohe MHC-II-positive Färbung. Etwa die Hälfte dieser MHC-II- 
positiven Zellen nimmt Ovalbumin aktiv auf. Somit scheint dieser Anteil an Zellen 
bereits an Tag 0 die volle Fähigkeit zur Aufnahme von Antigenen und damit ein 
weiteres Merkmal einer unreifen DZ zu haben.  
Möglich wäre demzufolge, dass beim Pferd eine kleine Grundpopulation an Blut-DZ, 
sowie eventuell auch späte Vorläuferstufen dieser Zellen, im Vollblut existieren. Diese 
Vermutung ließ sich auch in weiteren Versuchen an unterschiedlichen untersuchten 
Pferden anhand von FACS-Analysen immer wieder nachweisen. Weiterhin unterstützt 
wird diese Theorie durch die kontinuierliche mikroskopische Kontrolle an den 
einzelnen Kulturtagen, die bei allen durchgeführten Versuchen und Pferden im 
Phasenkontrastmikroskop erfolgte und stets unterschiedliche Entwicklungsstadien an 
den einzelnen Kulturtagen erkennen ließ.  
M
H
C
 II
FSC FITC-Ovalbumin 
43 1179 40
SS
C
4°C 37°
4 Ergebnisse 
42 
 
4.2.2 Interleukin-4 als entscheidendes Zytokin bei der Generierung 
equiner Dendritischer Zellen aus Monozyten 
4.2.2.1 Bestimmung der optimalen Dosis an Interleukin-4 zur Generierung 
Dendritischer Zellen 
Für die Generierung von DZ aus Monozyten sind, wie aus dem humanen und auch 
murinen System bekannt, vor allem zwei Zytokine mit entscheidend (GLUCKMAN et 
al. 1997; THURNER et al. 1999; ZOU und TAM 2002). Während GM-CSF, also der 
Granulozyten-Makrophagen-Stimulations-Faktor, generell in allen Systemen bei der 
Gewinnung von DZ eine wichtige Rolle spielt, ist im humanen System zusätzlich noch 
IL-4 von großer Bedeutung. IL-4 unterdrückt bei der Kultur von Monozyten die 
Entwicklung von Makrophagen zu Gunsten von DZ. Bei der Maus dient IL-4 
andererseits eher zur Unterstützung der Reifung von DZ (LUTZ et al. 2002). Aus 
diesem Grund hatte sich bereits MAUEL (2002) intensiv mit diesen beiden Zytokinen 
speziell beim Pferd beschäftigt (MAUEL 2002). Aus ihren Untersuchungen geht hervor, 
dass die Struktur von equinem GM-CSF dem des Menschen noch relativ nah verwandt, 
wenn auch nicht identisch ist. Sie erwähnte, dass humanes GM-CSF in höherer 
Dosierung als Ersatz für equines GM-CSF verwendbar ist. Aufbauend auf dieser 
Erkenntnis wurde in allen Versuchen dieser Arbeit mit höher dosiertem humanem 
GM-CSF als Ersatz für das kommerziell nicht erhältliche equine Zytokin gearbeitet.  
Anders allerdings steht es beim IL-4. Dieses Zytokin gilt als streng speziesspezifisch 
und zeigt unter den Säugetieren weite Unterschiede. Für die Kultur von DZ beim Pferd 
ist es deshalb unerlässlich, speziell equines IL-4 zu verwenden, welches nun auch seit 
kurzem auf dem Markt erhältlich ist. Da über die Dosierung dieses Zytokins beim Pferd 
leider nur wenig bekannt ist, sollte für die Dosierung in Bezug auf Kosten und Nutzen 
ein optimales Versorgungsschema von IL-4 bei der Generierung von DZ ermittelt 
werden. Hierfür wurden parallel Kulturen equiner Monozyten mit unterschiedlichen 
Dosierungs- und Zeitschemata dargestellt und deren Zellausbeute ausgewertet. 
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Abbildung 16 Titration von Interleukin-4 bei der Generierung von Dendritischen Zellen 
Zur Bestimmung des für eine optimale DZ-Entwicklung nötigen IL-4-Bedarfs während der Kultur wurden 
die Zellen entweder in 6-Loch-Platten oder runden Gewebekulturschalen bis Tag 6 bzw.4 kultiviert und 
nach unterschiedlichen Kulturbedingungen ausgezählt. Bild a) zeigt beispielhaft für 3 Experimente, dass 
mit einer Steigerung der IL-4-Konzentration auch die Ausbeute an DZ bei Ernte an Tag 6 erhöht werden 
konnte. In Bild b) lässt sich allerdings erkennen, dass bei Kultivierung nur bis Tag 4 eine kontinuierliche 
und auch initial hohe Dosierung von 100 ng IL-4 keinen erheblichen Vorteil gegenüber der deutlich 
niedrigeren Dosis von 10 ng bietet. Das Ergebnis repräsentiert zwei durchgeführte Experimente. 
In unterschiedlichen Versuchen wurde einerseits die Dosis des Interleukins-4 von 0 über 
10, 20, 50 und 100 ng/ml ausgetestet sowie unterschiedliche Zeitpunkte der 
Zytokinversorgung. Bei einigen Kulturen, wie hier in Abbildung 16 a) beispielhaft zu 
sehen ist, konnte eine höhere Dosis des Interleukins oftmals auch eine leichte 
Steigerung der Zellzahlausbeute an DZ erwirken. Dies gilt besonders für Kulturen, die 
über einen längeren Zeitraum, also über 6 und mehr Tage hinweg, kultiviert wurden. In 
anderen Experimenten, vor allem mit kürzerer Kulturdauer von 3 bis 4 Tagen, war diese 
Dosisabhängigkeit weniger nachweisbar. So konnten hier mit der wesentlich geringeren 
Dosis von 10 ng/ml befriedigende und auch vergleichbare Ergebnisse zur 100-ng/ml- 
Dosierung erzielt werden. Eine initial hohe IL-4-Dosis allein brachte keine Vorteile, wie 
in Abbildung 16 b) ebenso beispielhaft zu erkennen ist. Aus Kostengründen erscheint 
somit eine Versorgung der Zellen mit 10 ng/ml ausreichend. Von Interesse war 
außerdem noch, zu welchen Zeitpunkten eine Zugabe von frischem Medium und 
Zytokinen in die Kulturen sinnvoll erschien. Dabei erwies sich die direkte Versorgung 
mit Zytokinen an Tag 0, gleich nach der Monozytenisolierung, und die weitere 
Zytokinversorgung an den jeweils übernächsten Tagen, also Tag 2, 4, 6 usw., aus der 
Erfahrung aller Versuche heraus als beste Variante.  
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4.2.2.2 Spontane Entwicklung von Dendritischen Zellen bei Kultivierung ohne Zytokine 
In Kulturen ohne die beiden wichtigen Zytokine GM-CSF und IL-4 entsteht spontan 
ebenfalls ein kleiner Anteil von ungefähr 10-20 % DZ. Der Großteil der Zellen mit ca. 
80-90 % entwickelt sich jedoch zu anderen Zelltypen oder geht in Apoptose über. 
Allein im Phasenkontrastmikroskop jedoch lassen sich von der Zellstruktur her bereits 
Unterschiede zwischen den Zellen ohne und mit Zytokinen, also GM-CSF und IL-4, 
erkennen. In den folgenden Aufnahmen unter Abbildung 17 wurde versucht, die 
unterschiedliche Morphologie der Zellen fotografisch festzuhalten. 
 
Abbildung 17 Zellmorphologie im Phasenkontrastmikroskop vergleichend bei Kultivierung ohne 
oder mit Zytokinen 
Die nach unterschiedlichem Zytokinprotokoll kultivierten Zellen wurden in den Kulturschalen direkt durch 
ein Phasenkontrastmikroskop fotografiert. Ein deutlicher Unterschied im Phänotyp der Zellen ist an Tag 3, 
abhängig von der Zytokinversorgung, zu erkennen. DZ, die ohne Zytokine spontan entstehen, zeigen in 
Bild a) zum großen Teil kaum Fortsätze, sondern einen eher „unreifen“ Phänotyp. Allerdings sind 
zusätzlich auch einige wenige Aggregate weit entwickelter DZ mit großen Segeln zu sehen (Ausschnitt 
oben rechts). In Bild b) sind DZ desselben Pferdes, am gleichen Kulturtag 3, allerdings nach Kultivierung 
mit Zytokinen zu sehen. Die Zellen sind weit entwickelt und zeigen alle größere und kleinere Fortsätze, bis 
hin zu richtigen Segeln.   
Die bei der Kultivierung von Monozyten ohne Zytokine entstehenden Zelltypen lassen 
sich im Mikroskop eindeutig differenzieren. Die unter diesen Bedingungen in 
Abbildung 17 a) erkennbaren eher runderen großen Zellen zeigen kaum Zellausläufer 
und ähneln eher der bei Mensch und Maus beschriebenen Morphologie einer unreifen 
20 µm 20 µm 20 µm 20 µm
20 µm 20 µm 
DZ-Kultur ohne Zytokine DZ-Kultur mit GM-CSF und IL -4
Bild a Bild b 
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DZ. Spontan entsteht aber ebenso frühzeitig eine sehr kleine Population Zellen, die 
durch große lange segelförmige Zellausläufer gekennzeichnet ist, sich zu kleineren 
Aggregaten formiert und dem Bild reifer DZ ähnelt. Im Gegensatz hierzu sind die, bei 
normaler GM-CSF- und IL-4-Kultur zu sehenden Zellen in Bild b durch ihre unregel-
mäßige Zelloberfläche mit kleineren und längeren Zellfortsätzen gekennzeichnet. Diese 
bereits mikroskopisch auffallenden Unterschiede sollen im späteren Kapitel auch 
funktionell noch weiter untersucht werden. Der Fragestellung nach der Benennung der 
einzelnen Zelltypen und ihrer Zugehörigkeit zu verschiedenen Typen von DZ sollte 
dabei noch weiter und intensiver nachgegangen werden. 
4.2.2.3 Kultivierung von Dendritischen Zellen mit Interleukin-4 oder nur mit GM-CSF im 
Vergleich 
Auch bei der Kultivierung von Monozyten ganz ohne zusätzliche Zytokine entstehen 
DZ. Dabei kann allein die Zugabe von GM-CSF die Ausbeute an DZ deutlich 
verbessern. Allerdings ist der Phänotyp dieser Zellen unterschiedlich zu Kulturen, die 
zusätzlich mit IL-4 versorgt wurden. Auch MAUEL (2006) konnte in ihren 
Untersuchungen zeigen, dass die Kultur von equinen DZs mit IL-4 zur Reifung führt 
(MAUEL et al. 2006).  
In Abbildung 18 ist zu sehen, dass die geerntete Zellzahl sowohl zu sehr frühen als auch 
zu späteren Erntezeitpunkten in Kulturen mit IL-4 deutlich über den nur mit GM-CSF 
versorgten Kulturen liegt. Die Erhöhung der Zellausbeute durch Hinzufügen von IL-4 
ins Medium macht sich besonders bei längerer Kulturzeit über 6 Tage hinaus 
bemerkbar. Die mit IL-4 generierten DZ scheinen vitaler und länger in vitro zu 
überleben. Sie lassen sich ohne Probleme bis zu 8 oder 10 Tage in Kultur halten und 
zeigen auch in den unterschiedlichen Versuchsaufbauten eine gute Zellzahlausbeute am 
Ende der Experimente. Die eher spontanen und in geringerer Zahl entwickelten DZ, die 
nur mit GM-CSF kultiviert wurden, zeigen um ca. 50 % geringere Ausbeuten nach den 
Experimenten, und nach sieben Tagen in Kultur sind 80 % der Zellen bereits tot.  
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Abbildung 18 Die Kultivierung von DZ mit IL-4 erhöht die Zellzahlausbeute im Vergleich zur 
Kultivierung mit GM-CSF allein  
Die Zellen wurden nach der Plastikadhärenzgewinnung für bis zu 7 Tage allein mit GM-CSF oder 
zusätzlich mit IL-4 versorgt. Geerntet wurde zu einem sehr frühen Zeitpunkt, Tag 1 bzw. 2, sowie später  
an Tag 4 oder Tag 7. Die angegebene Zellzahl bezieht sich auf DZ je geerntete Kulturschale (Ø 10 cm). 
Die Grafik zeigt eine Zusammenfassung der Zellzahlausbeute aus mindestens 7 verschiedenen 
Versuchen. 
Die  Kulturen mit den unterschiedlichen Zytokinversorgungen (nur GM-CSF oder GM-
CSF + IL-4) unterscheiden sich außerdem nicht nur in der Anzahl der generierten DZ, 
sondern auch im Phänotyp, das heißt in ihrem Profil an Oberflächenmarkern. In der 
folgenden Darstellung einer vergleichenden FACS-Analyse unter Titration der zur 
Kultur hinzugegebenen  Konzentration an IL-4 ist dieser Unterschied sehr eindrücklich 
erkennbar. 
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Abbildung 19  IL-4 fördert die Reifung von equinen Dendritischen Zellen 
Die aus Vollblut isolierten Monozyten wurden in Kulturschalen mit unterschiedlichen Zytokingaben 
versorgt. Neben Zellen, die nur GM-CSF an Tag 0 und 2 erhielten, wurden drei weitere Bedingungen mit 
jeweils zusätzlich 1, 5 oder 10 ng IL-4/ml angesetzt. An Tag 3 wurden die Zellen geerntet und per FACS 
analysiert. Der Anteil der in Region R1 und spezieller auch in R2 liegenden Zellen nimmt mit steigender 
IL-4-Versorgung eindeutig zu. In den Histogrammen zur Region R1 ist außerdem die zunehmende 
Entwicklung einer deutlich abgegrenzten MHC-II-positiven Zellpopulation, parallel zur steigenden IL-4-
Dosis, zu erkennen. Der spontan entstehende Anteil von 34 %, unter nur GM-CSF-Bedingungen, kann 
durch Zugabe von IL-4 auf 89 % gesteigert werden, wobei die mittlere Fluoreszensintensität gleichzeitig 
abnimmt. Das Experiment ist repräsentativ für 3 ähnliche Experimente mit vergleichbarem Resultat.  
In Abbildung 19 ist zu sehen, dass der Anteil an DZ in der Kultur von 36 % in Region 
R1 bei nur mit GM-CSF-stimulierten Zellen auf 52 % kontinuierlich mit steigender 
IL-4-Dosis ansteigt. Ebenso erhöht sich auch der Teil an Zellen, der in der wesentlich 
enger gesetzten Region R2 liegt, um nahezu das Doppelte. Hierbei grenzt sich mit 
steigenden IL-4-Zugaben nach und nach eine deutlich erkennbare Population von bis zu 
28 % Anteil an der Gesamtzellzahl ab. In der weiteren Betrachtung der 
Oberflächenmarker lässt sich vor allem anhand des MHC II ein Unterschied zwischen 
den verschiedenen Kulturbedingungen feststellen. Die allein mit GM-CSF entstehenden 
Zellen zeigen ein eher breites Spektrum unterschiedlicher Fluoreszenzen mit einer 
kleinen stark positiv abgesetzten Population von 34 %. Diese Population lässt sich mit 
zunehmenden IL-4-Dosen bis auf nahezu 90 % vermehren, wobei ihre mittlere 
Fluoreszenzintensität hierbei langsam abnimmt. Der unter GM-CSF alleine, spontan 
entstandene Anteil stark MHC-II-positiver Zellen, könnte einer Population aus reifen 
DZ entsprechen. Im Gegensatz dazu erreichen die durch IL-4 entstandenen DZ, die 
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bereits mikroskopisch einem eher reifen DZ-Typ ähneln, diesen maximalen Grad an 
MHC-II-Hochregulierung nicht. 
4.2.2.4 Funktionelle Untersuchungen der Zellen mit unterschiedlichern 
Kulturbedingungen (FITC-Ovalbumin-Endozytose) 
Ein wichtiger Punkt bei der Untersuchung von DZ ist deren Fähigkeit zur Endozytose. 
Wie bereits erwähnt, gehören sie zu den professionellen antigenpräsentierenden Zellen 
und besitzen deshalb die Eigenschaft, bestimmte Partikel in das Zellinnere 
aufzunehmen. Humane und murine DZ lassen sich hierbei in zwei eindeutige Gruppen, 
als unreife und reife Stadien, einteilen. Unreife DZ sind vor allem auf die Aufnahme 
von Antigenen ausgerichtet und zeigen Endozytose bei 37 °C. Durch bestimmte 
Stimulationen, wie zum Beispiel LPS-Kontakt, differenzieren sie zu reifen DZ, die 
keine Partikelaufnahme mehr zeigen, sondern deren Hauptaufgabe in der Migration zu 
lymphatischen Organen und Antigenpräsentation liegt. Das Endozytoseverhalten der 
Zellen lässt deshalb Rückschlüsse auf das Reifestadium der Zellen, welche beim Pferd 
noch nicht genauer beschrieben sind, erkennen. In der Abbildung 20 sind unter 
verschiedenen Kulturbedingungen unterschiedliche DZ-Populationen entstanden, die 
sich in eben dieser Eigenschaft unterscheiden. Verglichen wurden hierbei Variationen in 
der Zytokinversorgung der aus Monozyten generierten Zellen. Dabei wurden alle 
Monozyten an Tag 0 und 2 jeweils mit huGM-CSF in der standardisierten 
Konzentration von 2000 bzw. 500 U/ml inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde dann vor 
dem Tag der Ernte für 24 h mit LPS stimuliert. Einer weiteren Kultur wurde zusätzlich 
an den Tagen 0 und 2 eqIL-4, in der als optimal austarierten Konzentration von 
10 ng/ml, zugegeben. Alle Zellen wurden zu einem gemeinsamen Zeitpunkt an Tag 4 
geerntet und in einem Parallelversuch unter gleichen Bedingungen eingesetzt. In dem 
durchgeführten Endozytoseversuch mit FITC-Ovalbumin lassen sich dabei drei 
unterschiedliche Zellpopulationen mit eindeutig unterschiedlichem Anteil in den 
verschiedenen Kulturbedingungen erkennen. 
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Abbildung 20 FITC-Ovalbumin-Endozytose an Tag 4 mit DZ unterschiedlicher 
Kulturbedingungen – Unterscheidung von 3 Zellpopulationen 
Die Zellen wurden von Beginn an entweder nur mit GM-CSF oder zusätzlich mit IL-4 versorgt. An Tag 3 
wurde ein Teil der Zellen mit 1 µg/ml LPS für 24 h stimuliert. Alle Zellen wurden an Kulturtag 4 geerntet. 
Anschließend wurde die Endozytosekapazität der Zellen mit FITC-Ovalbumin getestet. Zur Unter-
scheidung unreifer und reifer DZ erfolgte zusätzlich eine Oberflächenfärbung mit MHC II. Im FSC-SSC-
Profil lassen sich 2 große Populationen identifizieren. Ein Großteil der Endozytose-negativen Zellen 
befindet sich bei allen Bedingungen in der unteren Zellpopulation im Übersichts-DotPlot (linke Bildseite). 
Diese Endozytose-negativen Zellen entstehen zu einem Prozentsatz von ca. 14 % spontan bei Kultur nur 
mit GM-CSF. Durch LPS-Stimulation lässt sich dieser Anteil auf bis zu 40 % erhöhen. Mit 29 % lässt sich 
auch bei Kultur mit eqIL-4 ein nicht phagozytierender Anteil feststellen. Weiterhin ist deutlich zu erkennen, 
dass die endozytierenden DZ, kultiviert nur mit GM-CSF, eine eher mittlere MHC-II-Färbung aufweisen im 
Vergleich zu den mit IL-4-gezogenen Zellen, die trotz relativ hoch reguliertem MHC II noch sehr gut 
phagozytieren. Durch IL-4 in der Kultur entsteht also eine einheitliche,  MHC-II-positive und zu über 60 % 
Endozytose-positive Zellpopulation. Das Experiment ist repräsentativ für 3 Experimente mit ähnlichem 
Resultat. 
Zur Darstellung als „DotPlot“ wurden die Zellen nach der Ovalbumin-Endozytose mit 
MHC-II-PE gegengefärbt. Auch hier ist unter alleiniger GM-CSF-Stimulation wieder 
die Entwicklung einer kleinen stark MHC-II-positiven Population sowie eine im 
mittleren Fluoreszenzbereich liegende Hauptpopulation zu erkennen (Abb. 20 a; 
GM-CSF). Letztere liegt im Vorwärts-Seitwärts-Scatter-Profil. vor allem im oberen 
abgegrenzten Bereich des Übersicht-DotPlots und zeigt bei 37 °C eine eindeutig 
positive Endozytosereaktion des FITC-markierten Ovalbumins. Die kleinere stark 
MHC-II-positive Population, die sich im linken oberen Quadranten befindet, ist mit 
14 % der Zellen eindeutig Endozytose-negativ (Abb. 20 a; GM-CSF). Diese gut 
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abgegrenzten Zellen lassen sich durch 24-Stunden-LPS-Stimulation bis auf 40 % 
Endozytose-negative Zellen vermehren (Abb. 20 a; GM-CSF+LPS). Dieses Phänomen 
deutet in Anlehnung an besser erforschte Systeme, wie Mensch und Maus, auf reife und 
unreife Zustände von DZ hin. Aus einer unreifen Hauptpopulation könnten sich durch 
Stimulation mit LPS oder ähnlichen Substanzen reife DZ entwickeln. Dabei regulieren 
die unreifen Zellen MHC II hoch und werden Endozytose-negativ. Es ist deshalb 
anzunehmen, dass sich reife DZ aus der  Hauptpopulation an unreifen Zellen, die durch 
weniger MHC II auf ihrer Oberfläche und eine positive Endozytose gekennzeichnet 
sind, entwickelt haben. Bei den in Abbildung 20 im FSC/SSC-Profil verglichenen 
Regionen a) und b) lässt sich in Anlehnung an murine und humane DZ eine weitere 
Vermutung erheben. Bei der Population in Region a) handelt es sich um DZ, da die 
beschriebenen Reaktionen unreifen und reifen Stadien von DZ, entsprechend wie bei 
der Maus, zuzuordnen sind. Die unter b) dargestellte Zellpopulation könnte vorwiegend 
aus Makrophagen bestehen, da auch durch LPS keine weitere MHC-II-Hochregulierung 
auslösbar ist. 
Unter Einsatz von IL-4 zur Kultivierung equiner DZ zeigt sich weiterhin, dass IL-4 hier 
ähnlich wie bei der Maus als Reifungsstimulus fungiert. Wie bereits in der 
Histogrammanalyse zu sehen war, entwickelt sich hier eine einheitliche Population an 
DZ, die in ihrer MHC-II-Fluoreszenz zwischen den beiden eben beschriebenen 
Zellformen liegt. Die entstandenen DZ bleiben jedoch zu einem großen Teil eindeutig 
Endozytose-positiv und zeigen keine in der FACS-Analyse darstellbare Reaktion auf. 
Weitere Stimulationen mit LPS, Poly I:C und anderen Substanzen (siehe Abbildung 21). 
Der stets vorhandene Anteil von, je nach Spenderpferd, 30 bis 60 % Endozytose-
negativen Zellen bleibt durch jegliche Art von Stimulation, auch wenn diese für 48 
Stunden und länger durchgeführt wird, völlig unbeeinflusst. Die Zellen wurden für 
diesen Versuch nach Standardprotokoll mit huGM-CSF und eqIL-4 generiert und zum 
Teil an Tag 3 für 24 h mit unterschiedlichen Substanzen stimuliert. LPS 
unterschiedlicher Bakterien wurde in einer Konzentration von 1 µg/ml verwendet und 
Poly I:C in 10 µg/ml.  
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Abbildung 21 Equine DZ kultiviert mit IL-4 zeigen keine Reaktion auf bekannte Reifungsstimuli 
Die Zellen wurden mit huGM-CSF und eqIL-4 bis Tag 4 kultiviert und z .T. für 24 h mit unterschiedlichen 
Substanzen (LPS 1 µg/ml; Poly I:C 10 mg/ml)  stimuliert. Nach dem Ernten und Waschen der Zellen wurde 
eine FITC-Ovalbumin-Endozytose für 30 min durchgeführt. Zur Darstellung im DotPlot wurde anschließend 
mit Anti-MHC-II gegengefärbt. Die unter den beschriebenen Bedingungen entstandene einheitliche 
Zellpopulation mittlerer MHC-II-Intensität enthält ca. 40 % Endozytose-positive Zellen bei 37 °C. Der Anteil 
nicht phagozytierender Zellen lässt sich durch keine der hier aufgeführten und für LPS und Poly I:C 
beispielhaft dargestellten Substanzen weiter erhöhen. Das Experiment ist repräsentativ für mindestens 4 
Experimente mit ähnlichem Resultat. 
 
4.2.2.5 Funktionelle Untersuchungen der Dendritischen Zellen mit unterschiedlichen 
Kulturbedingungen (MLR) 
Charakteristisch für DZ gibt es eine weitere wichtige Eigenschaft neben der 
Endozytosefähigkeit, die hier nun ebenfalls untersucht werden soll. Wie bereits 
beschrieben, zeigen nur wenige Zellen, und ganz besonders DZ die Fähigkeit, T-Zellen 
in einer Immunreaktion zu stimulieren und damit zur Teilung und Expansion anzuregen. 
Diese Aufgabe können DZ in Abhängigkeit von ihrem Entwicklungsstadium gut bis 
sehr gut ausführen. Unreife DZ können eine in vitro nachgestellte T-Zell-Antwort in 
Form einer MLR zwar induzieren, jedoch in wesentlich schwächerer Form als reife DZ. 
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Abbildung 22 DZ kultiviert mit und ohne Zytokine zeigen die gleiche stimulatorische Kapazität in 
einer MLR 
Die Monozyten wurden bis Tag 3 mit huGM-CSF und eqIL-4 oder ganz ohne Zytokine kultiviert und 
anschließend in einer MLR eingesetzt. Die verwendete Lymphozytenfraktion entstammte einem anderen 
Spenderpferd und zeigte somit alloreaktive Eigenschaften. In der dargestellten Titrationsreihe ist eine 
deutliche Steigerung der Stimulationsrate, gemessen in cpm (counts per minute), mit steigender Anzahl an 
DZ zu verzeichnen. Allerdings zeigen die ohne Zytokine kultivierten  Zellen eine ähnliche Kapazität wie die 
unter Standardbedingungen mit huGM-CSF- und eqIL-4-kultivierten Zellen. Das Experiment ist 
repräsentativ für 2 Experimente mit ähnlichem Ergebnis. 
Die graphische Darstellung der stimulatorischen Kapazität der unter den beiden 
unterschiedlichen Kulturbedingungen entstehenden Zellen erlaubt einen direkten 
Vergleich (Abbildung 22). Durch Generierung von Zellen aus Monozyten ohne 
Zytokine entsteht, wie bereits unter 4.2.2.2 beschrieben, eine kleine Population DZ, die 
in ihrer Morphologie den „reifen“ DZ des humanen Systems sehr ähnlich sehen. Unter 
4.2.2.4 werden Zellen, die nur unter Einfluss von huGM-CSF entstehen, beschrieben 
und ebenso funktionell untersucht. Auch hier lässt sich diese Population an vermutlich 
„reifen“ DZ nachweisen. Unter beiden Bedingungen, also sowohl ohne als auch nur mit 
huGM-CSF kultiviert, entsteht jeweils dieser besondere Zelltyp, der einen funktionell 
reifen Zustand darstellen könnte und somit auch stimulatorische Kapazität besitzt. 
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4.2.2.6 Variationen der Zellpopulationen in Abhängigkeit vom Spenderpferd und unter  
Einfluss von Cortison 
In allen durchgeführten Versuchen, bei denen eine Vielzahl unterschiedlichster 
Spenderpferde verwendet wurde, war immer wieder eine gewisse individuelle 
Variabilität unter den Tieren zu beobachten. Pferde, die häufiger untersucht wurden, 
zeigten eine relativ konstante Zellausbeute und auch konstante Ergebnisse der einzelnen 
Zellpopulationen. Beim Vergleich der einzelnen Tiere untereinander kam es jedoch zu 
einigen Schwankungen. Sowohl die Ausbeute generell als auch die Verteilung der 
einzelnen Zellpopulationen variierten stark. So eigneten sich manche Tiere durch hohe 
Monozytenausbeute und auch schöne DZ-Entwicklung als optimale Spender, während 
aus anderen Pferden generell sehr wenig Monozyten zu isolieren waren. Andere Pferde 
wiederum wiesen trotz gleich bleibender, standardisierter Kulturbedingungen auch bei 
mehreren Versuchen immer eine eher schlechte Entwicklung an DZ auf. Als Beispiel 
wird in der Abbildung 23 die Entwicklung der unterschiedlichen Zellpopulationen 
zweier Pferde gezeigt, die einen Eindruck der Variationen vermitteln sollen. Zum 
Vergleich wird das Endozytoseverhalten der Zellen unter unterschiedlichen Kultur-
bedingungen untersucht. Pferd A zeigte generell auch bei mehreren Blutentnahmen zu 
unterschiedlichsten Zeitpunkten innerhalb eines Jahres sehr hohe Zellausbeuten und 
gute DZ-Entwicklung. Gleichzeitig zeigt sich jedoch bereits bei einer Kultur ohne 
jegliche Zytokine eine ausgeprägte Population von spontan entwickelten „reifen“, 
Endozytose-negativen Zellen mit viel MHC II auf der Oberfläche. Ihr Anteil von 27 % 
lässt sich durch Reifung mit LPS auch über 48 Stunden auf nur 35 % steigern und ist 
demnach bereits spontan relativ hoch. Dem gegenüber ist ein anderes Extrem gestellt. 
Pferd B wurde 24 Stunden vor der Blutentnahme mit Cortison (Prednisolon 0,5 mg/kg) 
einmalig oral aus medizinischen Gründen vorbehandelt. Dabei konnte eine deutliche 
Veränderung der Zellpopulationen in den unterschiedlichen Kulturbedingungen festge-
stellt werden. Die kleine, gut abgegrenzte „reife“ Zellpopulation, die in 
unterschiedlichen Anteilen von 5 bis 30 % bei allen Pferden bereits spontan und ohne 
jegliche Zytokine entsteht, fehlt hier völlig. Eine DZ-Reifung im Human-System kann 
durch Corticosteroide, wie durch KALTHOFF (2003) (KALTHOFF et al. 2003) oder 
ROZKOWA et al. (2006) (ROZKOVA et al. 2006) erst kürzlich wieder beschrieben, 
verhindert werden, und es ist deshalb anzunehmen, dass hier die Ursache dieser 
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Abweichungen in der medikamentösen Vorbehandlung lag. Dieser Effekt trat in 
Kulturen mit IL-4 jedoch nicht auf. 
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Abbildung 23 Corticosteroide verhindern die Entwicklung reifer Dendritischer Zellen bei Kultur 
ohne IL-4, haben jedoch keinen Einfluss auf mit IL-4 kultivierte Zellen 
Die isolierten Monozyten zweier Spenderpferde wurden bis Tag 4 unter unterschiedlichen Bedingungen zu 
DZ kultiviert. Direkt nach der Zellernte erfolgte eine Ovalbumin-Endozytose und Gegenfärbung mit MHC II.  
Pferd B war systemisch vorbehandelt mit Cortison und scheint dadurch keine reifen DZ ohne IL-4 
entwickeln zu können.  
Durch individuelle und auch exogene Einflüsse kommt es bei gleichen Kultur-
bedingungen zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen in der Verteilung der einzelnen 
Zellpopulationen. Die Wirkung unterschiedlichster Pharmaka auf die Entwicklung und 
Funktion von DZ wird im menschlichen und murinen System eingehend untersucht und 
sollte hier nicht weiter thematisiert werden. Für das Ziel dieser Arbeit, eine 
standardisiert durchführbare Immuntherapie mit DZ beim Pferd einzuführen, sollten 
Variationen und Einflussfaktoren dieser Art deshalb durchaus Beachtung finden.  
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4.3 Funktionelle Untersuchungen der equinen Dendritischen 
Zellen 
In den vorangegangenen Versuchen wurde jeweils die Funktionalität der DZ, die unter 
verschiedenen Kulturbedingungen generiert wurden, untersucht und verglichen. 
Weiterhin sollte eine Einordnung der Zellen in die im murinen System beschriebene 
Nomenklatur von reifen, semireifen und unreifen DZ erörtert werden. Für eine 
Immuntherapie in vivo, wie hier geplant zur Therapie des Sommerekzemes, ist jedoch 
auch die Generierbarkeit konstanter Mengen, qualitativ gleich bleibend guter und 
funktioneller Zellen sehr wichtig. Durch die vielen Experimente kristallisierte sich ein 
bestimmter Zelltyp als optimal für diese Fragestellung heraus, der deshalb nun noch 
weiter untersucht wurde. Bei allen Experimenten zeigten Zellen, die mit huGM-CSF 
und eqIL-4 kultiviert wurden, die höchsten Zellzahlausbeuten, die längste Vitalität der 
Zellen, sowie eine gute Funktionalität im Hinblick auf die gewünschten Eigenschaften 
einer DZ. Als Standardprotokoll wurde deshalb die Fütterung der frisch isolierten 
Monozyten mit 2000 U/ml huGM-CSF und 10 ng/ml eqIL-4 an Tag 0 und weiterhin 
500 U/ml huGM-CSF und 10 ng/ml eqIL-4 an Tag 2 und 4 festgesetzt. 
4.3.1 Ermittlung des Erntezeitpunktes bei maximaler Ausbeute und 
voller Funktionsfähigkeit der Dendritischen Zellen 
Interessant war nun die Frage eines optimalen Erntezeitpunktes der Zellen. Die 
generierte DZ-Zahl sinkt mit zunehmender Kulturdauer über mehrere Tage hin deutlich 
ab, so dass ein möglichst frühzeitiger Erntezeitpunkt die Ausbeute an Zellen deutlich 
vergrößert. Im Folgenden beispielhaft gezeigten Experiment wird deshalb die 
Entwicklung der Zellen unter den als standardisiert bezeichneten Kulturbedingungen 
anhand einiger wichtiger Oberflächenmarker nach FACS-Analyse beobachtet. 
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Abbildung 24 Entwicklung von Dendritischen Zellen mit huGM-CSF und eqIL-4 anhand wichtiger 
Oberflächenmarker im FACS-Scan 
Die Kultur der Zellen erfolgte nach dem im Text beschriebenen Standardprotokoll. Jeweils an Tag 2,3,4 
und 7 wurden ein Teil der Zellen geerntet und nach Protokoll mit verschiedenen Antikörpern gefärbt. Die 
Untersuchung erfolgte anschließend im FACS-Scan. Als Prozentangaben sind die positiven Zellen im 
vorher eingegrenzten Zellbereich angegeben, darunter sind die jeweiligen Werte der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) eingetragen. Das Experiment ist repräsentativ für 2 Experimente mit 
ähnlichem Ergebnis. 
In Abbildung 24 ist die Entwicklung der Zellen deutlich abzulesen. Bereits an Tag 2 
zeigen 81 % der Zellen eine positiven MHC-II-Markierung mit einem MFI von 260. 
Allerdings lassen sich bis Tag 3 die positiven Zellen noch auf 86 % und einem MFI von 
358 steigern. Die maximale Fluoreszensintensität an Tag 3 halbiert sich in den 
folgenden Tagen 4-7 wieder von 240 auf 120. Die beiden humanen Reifungsmarker 
CD83 und CD86 lassen sich ebenfalls auf Tag 3 und 4 hin noch erhöhen. An Tag 7 ist 
CD83 bereits nicht mehr nachweisbar. Auch die frühen DZ-Marker eqWC2 und 
eqCD11a/LFA-1 scheinen ihren Höhepunkt eher zeitig, also schon an Tag 2 und 3, zu 
haben. Deutlich zu sehen ist auch hier, dass die MFI-Werte zum Tag 7 hin wieder zum 
Teil bis nahezu Null abnehmen. Da auch die Zellausbeuten zum Tag 7 hin deutlich 
abnehmen, lässt sich ein Erntezeitpunkt von Tag 3 bzw. 4, an dem die Zellen bereits 
voll funktionsfähig sind, festhalten.    
4.3.2 Morphologie der Dendritischen Zellen im Mikroskop 
Die eben beschriebenen standardisierten Zellen sollten nun auch morphologisch 
untersucht werden. Für ein Auftragen der Zellen auf Objektträger eignet sich das 
Zytospinverfahren. Die großen DZ werden hierbei, ohne zerstört zu werden, vorsichtig 
durch Nutzung der Zentrifugalkraft auf Objektträger verteilt. Anschließend erfolgt die 
Färbung nach May-Grünwald-Giemsa.  
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Abbildung 25 Morphologie von Dendritischen Zellen an Tag 3 
Die Zellen wurden nach Standardprotokoll bis Tag 3 kultiviert. Nach Ernten und Waschen der Zellen 
wurden diese mittels Zytospinzentrifuge auf  einen Objektträger aufgebracht. Zur besseren Darstellung 
erfolgte eine Färbung nach May-Grünwald-Giemsa. Bild a) zeigt eine Übersichtsaufnahme der DZ, die 
durch ihren großen Zellkern, die unregelmäßige  Zelloberfläche mit vielen Fortsätzen und die hier als helle 
Löcher im Zellplasma erkennbaren Vakuolen gekennzeichnet sind. Die vielen feinen Zellmembran-
ausläufer als typisches Merkmal der DZ sind in Bild b) sehr schön zu erkennen. Bild c) zeigt drei 
unterschiedliche Stadien von DZ. Die erste Zelle (1.) weist viele Vesikel in ihrem Zytoplasma auf. Eine 
deutlich gereifte DZ mit langen Segeln ist in Abbildung 2. zu sehen, während die Zellen in 3. trotz noch 
intakter Oberfläche bereits einen pyknotischen Zellkern aufweist, der auf einen baldigen Tod der Zelle 
hindeutet. 
Zu sehen ist der typische Umriss von DZ. Kleinere und größere Ausläufer vergrößern 
die Zelloberfläche und zeugen von der wichtigen Funktion, Antigene präsentieren zu 
können. Die dunklen Zelleinschlüsse stellen endozytotische Vesikel dar, während die 
als Löcher sichtbaren Vakuolen die für die Prozessierung von Antigenen wichtigen 
Enzyme enthalten. Die Verarbeitung aufgenommener Antigene erfolgt innerhalb der 
Zelle, um anschließend auf der Oberfläche präsentiert zu werden. Typisch ist weiterhin 
der sehr große Zellkern, der sich intensiv dunkellila anfärbt und im dritten Foto von 
Bild 25 c) bereits pyknotisch einen nahenden Zelltod erahnen lässt. Auch 
mikroskopisch lassen sich also an Tag 3 bereits voll entwickelte DZ erkennen. 
 
 
 
4 Ergebnisse 
58 
4.4 Culicoidesprotein 
Eine wichtige Rolle in der Therapie des Sommerekzems mit DZ spielt weiterhin das 
Antigen. Dieses, dank umfangreicher Studien, bereits bekannte Antigen im Speichel 
von Culicoidesmücken spielt als Hauptallergen eine entscheidende Rolle in der 
Pathogenese dieser Erkrankung. Ziel der DZ-Therapie wäre es nun, dieses Allergen dem 
Immunsystem auf einem möglichst gesicherten und ganz bestimmten Weg zu 
präsentieren. Das heißt sicher „verpackt“ in einer DZ, so dass es in erkrankten Tieren 
den eventuell sensibilisierten B- und Mastzellen nicht zur Erkennung und damit zur 
weiteren Allergisierung vorliegt. Zu aller erst soll deshalb überprüft werden, ob das 
Protein in die equinen DZ in ausreichender Menge aufgenommen wird. 
4.4.1 Aufnahme von Culicoidesprotein durch Endozytose in 
Dendritische Zellen 
Da die Ursache des Sommerekzems bereits seit vielen Jahren intensiv erforscht wird, ist 
ein Extrakt aus Culicoidesmücken zur Hyposensibilisierungstherapie bereits 
kommerziell erhältlich. Die von der Firma Greer hergestellte Lösung stellte die 
Grundlagen für erste Untersuchungen dar.  
Um das Protein nachweisbar für das FACS oder Floureszenzmikroskop darzustellen, 
musste ein Farbstoff an das Protein angekoppelt werden. Hierfür wurde das FITC-
Labeling-Kit der Firma Calbiochem, welches für diese Zwecke entwickelt wurde, 
verwendet. Gemäß dem angegebenen Protokoll wurde der vorher durch 
Dialyseverfahren aufkonzentrierte Culicoidesextrakt für die folgenden Versuche mit 
FITC markiert.  
4.4.1.1 FACS-Analyse 
DZ wurden nach Standardprotokoll bis Tag 3 kultiviert und anschließend in einem 
Endozytose-Versuch eingesetzt. Zum Vergleich diente FITC-Ovalbumin, welcher als 
maximaler Endozytosewert gesetzt werden kann. In Abbildung 26 sind die Ergebnisse 
unterschiedlicher Konzentrationen an FITC-Culicoidesprotein, sowie unterschiedlicher 
Zeitspannen im Vergleich zu FITC-Ovalbumin zu sehen. 
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Abbildung 26 Equine Dendritische Zellen endozytieren FITC-Culicoides konzentrationsabhängig 
DZ wurden nach Standardprotokoll bis Tag 3 kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit FITC-
Ovalbumin oder –Culicoides zur Endozytose für 30 bzw. 60 min inkubiert. Für die Analyse im FACS wurde 
zusätzlich mit MHC II gegengefärbt. DZ nehmen das mit FITC markierte Culicoidesprotein in 
vergleichbarer Weise wie Ovalbumin auf. Die mit + angegebenen Zahlen geben die Endozytose-positiven 
Zellen der einzelnen Bedingungen an. Als Negativkontrolle dienten auf Eis inkubierte Zellen, die keinerlei 
Endozytose zeigten (hier nicht dargestellt). 
Zu erkennen ist, dass die Endozytose konzentrationsabhängig bereits nach 30 min ihre 
maximale Kapazität erreicht. Eine Erhöhung der Konzentration von 20 µl auf 60 µl des 
Extraktes verbessert die Aufnahme fast um das Doppelte und erreicht die maximale 
Kapazität von fast 29 % im Vergleich zu Ovalbumin. Mit der Steigerung der zur 
Verfügung stehenden Menge an endozytotischem Material lässt sich auch die Anzahl 
positiver Zellen erhöhen. Eine Verlängerung der Zeitspanne von 30 auf 60 min bringt 
hingegen keinen Vorteil. So bleibt die Anzahl positiver Zellen bei 20 µl auch nach 
60 min bei nur 15 %, und auch bei 40 µl lässt sich kaum eine Steigerung mit 
Verlängerung der Zeitspanne erkennen.  
4.4.1.2 Fluoreszenzmikroskopie 
Für eine Darstellung des endozytierten, markierten Culicoidesmaterials eignet sich 
außerdem noch die Fluoreszenzmikroskopie. Auch hier dient FITC-Ovalbumin als 
Vergleichswert. Die DZ werden nach der Endozytose direkt mittels des Zytospin-
Verfahrens auf einen Objektträger verteilt. Die Vorbereitungen zur Fluoreszenz-
mikroskopie wurden nach dem in 3.3.1.7 beschriebenen Protokoll durchgeführt. 
Abbildung 27 zeigt die Aufnahme des FITC-markierten Materials sowohl für 
Ovalbumin als auch für Culicoidesprotein. 
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Abbildung 27 Equine Dendritische Zellen nehmen FITC-Culicoides durch Endozytose auf 
DZ wurden bis Tag 3 nach Standardprotokoll kultiviert. Nach anschließender Endozytose mit FITC-
Culicoides bzw. –Ovalbumin wurden die Zellen mittels Zytospin auf Objektträger verteilt. Untersucht 
wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop. Das Ergebnis ist repräsentativ für 2 Experimente mit 
ähnlichem Ergebnis. 
Anhand der mikroskopischen Betrachtung von DZ nach der Endozytose-markierter 
Partikel lässt sich weiterhin bestätigen, dass auch Culicoidesprotein, ähnlich wie 
Ovalbumin, von den Zellen aufgenommen wird (siehe Abbildung 27). Die geringere 
Leuchtkraft des rechten Teilbildes mit Culicoides könnte auf eine schwächere 
Konjugation des Culicoidesproteins mit FITC zurückzuführen sein. Dennoch lässt sich 
auch hier fluoreszierendes Material in den Zellen erkennen. Bei der 4 °C-Kontrolle 
zeigen DZ keine Endozytose. Erst die bei 37 °C durchgeführte Inkubation zeigt die 
Aufnahme von FITC-markiertem Ovalbumin bzw. Culicoidesprotein in Vesikel in das 
Zellinnere, erkennbar an den leuchtend grünen Strukturen. Die Bestätigung, dass das 
Culicoidesprotein von DZ endozytiert wird, ist für den Einsatz in Form einer 
Immuntherapie eine wichtige und mit entscheidende Erkenntnis.  
4.4.2 Test des Culicoidesextraktes eigener Herstellung (= e. H.) 
Die kommerziell zur Hyposensibilisierung hergestellten Extrakte aus Culicoidesmücken 
weisen nur sehr niedrige Proteinkonzentrationen auf. Da für die von uns verfolgten 
Ziele jedoch den DZ möglichst viel Protein zur Endozytose bereitgestellt werden sollte, 
stellte sich die Frage einer eigenen Extraktherstellung. Eine Aufkonzentrierung des 
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käuflichen Proteins stellte auf Grund der hohen Kosten keine Alternative dar. Die 
Herstellung erfolgte, wie in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben, nach einem relativ 
unkomplizierten Verfahren nach Prof. Marti. Zur funktionellen Analyse wurde eine 
Probe der Charge an das von Prof. Marti geführte Labor in der Schweiz geschickt, 
welches sich schon seit Jahren intensiv mit der Analyse des Allergens beschäftigt. Der 
von uns gewonnene Culicoidesextrakt wurde dort mittels Serum allergischer Pferde 
getestet. Dabei zeigten die Reaktionen eindeutig, dass es gelungen war, das Allergen 
erfolgreich aus den Fliegen zu isolieren. Die Eigenschaften des Extraktes sollten nun 
auf DZ von Maus und Pferd getestet werden.  
4.4.2.1 Reifung von Maus-Dendritischen Zellen durch Culicoidesprotein eigener 
Herstellung   (Culicoides e. H.) 
Um eine Verunreinigung des Extraktes durch Endotoxin festzustellen, sollte ein 
einfacher Test des Proteins auf murinen DZ erfolgen. Unreife murine Zellen reagieren 
äußerst sensibel auf Endotoxin, indem sie innerhalb von 24 h fast vollständig ausreifen, 
was durch eine Hochregulierung bestimmter Marker, wie MHC II und B7.2 (=CD86)  
einfach nachzuweisen ist. Die hierfür verwendeten Mauszellen wurden nach 
Standardprotokoll (LUTZ et al. 1999) in unserem Labor aus Knochenmark bis Tag 7 
kultiviert und anschließend unter unterschiedlichen Bedingungen für 24 h stimuliert. 
Zur Auswertung wurden die Zellen mit Antikörpern gegen MHC II und B7.2 markiert 
und im FACS-Scan analysiert. 
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Abbildung 28 Reifung von murinen Dendritischen Zellen durch Culicoidesprotein e. H. 
Maus-DZ wurden nach Standardprotokoll bis Tag 7 kultiviert und anschließend für 24 h mit LPS oder 
Culicoides e. H. stimuliert. Für die Analyse im FACS-Scan wurden die Zellen mit MHC-II-PE und FITC-
B7.2 gefärbt. Das Experiment ist repräsentativ für 2 Experimente mit ähnlichem Ergebnis. 
In der in Abbildung 28 dargestellten FACS-Auswertung ist eine Reifung von Maus-DZ 
durch Culicoidesprotein bei einem Anteil von 55 % nachweisbar. Dies könnte auf eine 
eventuelle Verunreinigung des Extraktes mit Endotoxin hinweisen. Reines 
Culicoidesprotein, wie zum Beispiel erhältlich von der Firma Greer, zeigt keine 
Reifungskapazität auf Mauszellen, wie in anderen Versuchen getestet, hier jedoch nicht 
gezeigt. Eine zusätzliche Untersuchung des Culicoidesextraktes e. H. in einem externen 
Labor bestätigte außerdem einen enthaltenen Anteil von 340 ng/ml Endotoxin. Der 
Versuch einer Aufreinigung über spezielle Endotoxin-Clearing-Säulen scheiterte an 
einem zu hohen Verlust an Protein, bei gleichzeitig nur sehr geringem Reinigungseffekt, 
und wurde deshalb abgebrochen. 
4.4.2.2 Effekt des Culicoidesextraktes e. H. auf equine Dendritische Zellen im Vergleich 
zu LPS 
Im Folgenden sollte geklärt werden, ob der Kontakt von equinen DZ mit dem 
Culicoidesprotein Auswirkungen auf deren Oberflächenprofil, und damit auf deren 
Funktionszustand hat. Wie bereits vorher schon in Kapitel 4.2.2.4 beschrieben zeigen 
DZ, die nach Standardprotokoll, also mit huGM-CSF und eqIL-4 kultiviert wurden, 
keinerlei Veränderung unter Einfluss von LPS. Weder in deren Endozytosekapazität, 
noch in der in Abbildung 29 dargestellten FACS-Analyse, zeigen sich unter Einfluss 
von LPS auftretende Veränderungen. Dies gilt ebenso auch für eine Stimulation von 
Culicoidesprotein. Obwohl das Protein, wie in den vorangegangenen Abschnitten 
gezeigt, von den Zellen aufgenommen wird, zeigen sie keinerlei nachweisbare 
funktionelle Einschränkungen.  
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Abbildung 29 Equine Dendritische Zellen reagieren auf Culicoidesprotein wie auf LPS mit 
keinerlei Veränderungen der Oberflächenmarker 
Equine DZ wurden bis Tag 4 nach Standardprotokoll kultiviert und dabei in den letzten 48 h mit LPS oder 
Culicoidesprotein stimuliert und mittels FACS analysiert. Die Histogramme beziehen sich auf die 
eingegrenzten Regionen im FSC/SSC-Profil. Als Prozentzahlen in den Histogrammen sind die positiven 
Zellen im vorher eingegrenzten Zellbereich angegeben. Darunter sind die jeweiligen Werte der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) eingetragen. Zu sehen ist, dass durch die Stimulation der Zellen auch nach 
48 h kaum Veränderungen an den Oberflächenmarkern erkennbar werden. Das Experiment ist 
repräsentativ für 3 Experimente mit ähnlichem Ergebnis. 
Bis auf geringe Steigerungen im MFI von MHC II durch LPS und Culicoidesprotein 
von 93 auf 136 bleiben alle Oberflächenmarker trotz Stimulation über 48 Stunden 
unverändert (siehe Abb. 29). Die Aufnahme des selbst hergestellten Extraktes über 
Endozytose in die equinen DZ konnte jedoch eindeutig nachgewiesen werden. Wie in 
Abbildung 26 und 27 für das Protein von Greer mit Hilfe der FITC-Markierung gezeigt 
wurde, konnte auch für unseren Proteinextrakt der gleiche Versuchsaufbau mit 
gleichwertigen Ergebnissen durchgeführt werden. 
4.4.2.3 Einfluss von Culicoidesprotein und LPS auf Zytokin-mRNA-Produktion equiner 
Dendritischer Zellen 
Im Vergleich zu Ergebnissen humaner und muriner DZ-Forschung zeigen equine DZ 
scheinbar keinerlei Reaktionen auf LPS-Stimulation (siehe Abbildung 21). Nach den 
bisherigen Ergebnissen könnte man von einer Art LPS-Resistenz der equinen Zellen 
sprechen. Auf Zytokin-Ebene lässt sich allerdings erstmals ein deutlicher Unterschied 
feststellen. Die mit LPS oder Culicoidesprotein stimulierten DZ wurden hierfür im 
Vergleich zu unstimulierten Zellen einer RNA-Extraktion unterzogen. Anschließend 
wurden die einzelnen Bedingungen über RT-PCR auf verschiedene Zytokine hin 
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untersucht. Ein eindeutiger Unterschied war in Bezug auf IL-12 zu erkennen. Sowohl 
IL-12p35 als auch IL-12p40 wurden erst auf Stimulation hin produziert und 
nachgewiesen. In unstimulierten Zellen ließ sich keine RNA für dieses Zytokin 
nachweisen, wie in Abbildung 30 zu sehen ist. 
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Abbildung 30 IL-12 lässt sich auf mRNA-Ebene in equinen Dendritischen Zellen erst nach LPS- 
oder Culicoides-Stimulation nachweisen 
Die DZ wurden bis Tag 4 nach Standardprotokoll kultiviert und zum Teil in den letzten 24 h mit LPS oder 
Culicoides e. H. stimuliert. Aus den gewonnenen Zellen wurde jeweils die mRNA der Zellen extrahiert, und 
über RT-PCR aufgearbeitet. Die Analyse erfolgte über Gelelektrophorese und Auswertung unter UV-Licht. 
Das Experiment ist repräsentativ für 2 Experimente mit ähnlichem Ergebnis. 
Obwohl equine DZ auf exogene Stimulation, wie LPS oder Culicoidesprotein, in allen 
vorhergehenden Untersuchungen nicht zu reagieren scheinen, zeigt sich hier jedoch ein 
deutlicher Unterschied. Zytokine spielen bei der Induktion von Immunantworten durch 
DZ eine entscheidende Rolle. Ob auf ein Antigen hin eine TH1- oder  TH2-Antwort, 
beziehungsweise gar eine Anergie hin erzeugt werden soll, wird maßgeblich durch die 
Zytokinausschüttung der antigenpräsentierenden Zelle mit bestimmt. Somit ist die 
Erkenntnis einer induzierten IL-12-Produktion bei DZ ein äußerst wichtiger Punkt bei 
der geplanten Verwendung der Zellen in einer Immuntherapie gegen das 
Sommerekzem.  
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5 Diskussion 
An der Entwicklung von Immuntherapien mit DZ wird bereits in vielen Forschungs-
gruppen in der ganzen Welt gearbeitet. Gerade im Mausmodell werden seit vielen 
Jahren intensive In-vivo-Studien zur Krebstherapie, zur Transplantationsunterstützung 
und auch zur Therapie von Allergien und Autoimmunkrankheiten durchgeführt. Auch 
im humanen Bereich sind die Forschungsarbeiten, bis hin zu klinischen Studien vor 
allem in der Krebstherapie, vorangeschritten (SCHADENDORF et al. 2006; SCHULER 
et al. 2003; THOMAS-KASKEL et al. 2006). Das Pferd als weiteres Säugetier wurde 
bereits von einigen wenigen Forschungsgruppen im Hinblick auf ein besseres 
immunologisches Verständnis der Vorgänge, aber auch zur Entwicklung spezifischer 
Immuntherapien (HAMMOND et al. 1999; MAUEL et al. 2006; SIEDEK et al. 1997) 
erforscht. Allerdings zeigten sich hier meist von Beginn an einige Schwierigkeiten und 
Differenzen zu anderen Säugetieren. Somit brachte die Übertragung der Methode zur 
Monozytenisolierung vom Menschen auf das Pferd einige Probleme, die sich in nur 
geringen und auch unbefriedigenden Zellausbeuten zeigten. Hinzu kamen Mängel in der 
Bereitstellung wichtiger Zytokine zur DZ-Kultur sowie pferdespezifischer Antikörper. 
Teile dieser Probleme konnten im Laufe der Zeit gelöst werden, so dass zumindest die 
Grundvoraussetzungen für erste Schritte zu einer Immuntherapie gelegt sind. Das 
Sommerekzem als eine schon immer intensiv erforschte allergische Erkrankung des 
Pferdes bot hierbei durch Kenntnis des Hauptallergens ein wichtiges Standbein. Ziel 
dieser Arbeit war somit die Vorbereitung einer klinischen Anwendung, Allergen-
beladende DZ zur Therapie des Sommerekzems einzusetzen. 
5.1 Generierung ausreichender Mengen funktionsfähiger 
equiner Dendritischer Zellen 
Die Gewinnung equiner Monozyten aus Vollblut wurde bereits von MAUEL (MAUEL 
2002) intensiv bearbeitet, so dass deren Veröffentlichungen als Hauptgrundlage dienten. 
In den Versuchen zur weiteren Optimierung der Ergebnisse ließen sich jedoch noch 
einige Verbesserungen vornehmen. Die genaue Analyse der einzelnen Gradienten-
fraktionen, beschrieben in Kapitel 4.1.2, zeigt die Wichtigkeit einer guten 
Fraktionsauftrennung. Da Granulozyten beim Pferd ein ebenso gutes Adhärenzverhalten 
5 Diskussion 
66 
zeigen wie Monozyten, sind sie in der anschließenden Kultur enthalten. Sie lassen sich 
lediglich durch ihren frühen Zelltod und ihr unterschiedliches Oberflächenprofil 
durchflusszytometrisch erkennen. Eine Abtrennung der Granulozyten über einen 
optimalen Dichtegradienten ist somit sehr wichtig. In Abschnitt 4.1.2.1 lässt sich 
weiterhin erkennen, dass der von Prof. ANCZAK (James A. Baker Institute for Animal 
Health, Cornell University, New York) zur Verfügung gestellte Antikörper eqWC1, 
dessen Funktion nicht näher beschrieben war, nur auf Granulozyten und nicht auf DZ zu 
finden ist. EqWC2 hingegen findet sich auf beiden Zelltypen, ist also eher als 
allgemeiner Leukozytenmarker zu sehen. Der Antikörper eqCD11a/CD18 der Gruppe 
um Prof. Anczak scheint als früher DZ-Marker auf Granulozyten nicht exprimiert und 
verschwindet ab Tag 4 zunehmend, wie auch alle anderen Marker, wieder von der 
Zelloberfläche. Die gegen das humane CD83 und CD86 gerichteten Antikörper zeigen 
eine Kreuzreaktion mit equinen DZ. Ob allerdings hier auch die Funktion dieser 
Oberflächenmoleküle mit dem Reifegrad der Zellen wie bei menschlichen DZ in 
Zusammenhang steht, ist noch unklar. Fest steht lediglich, dass die beiden Antikörper 
auf der Oberfläche von DZ, nicht aber auf Granulozyten des Pferdes binden. Wichtige 
Unterscheidungsmarker sind außerdem noch die beiden Haupt-Histokompatibilitäts-
Komplexe. MHC I, auf vielen Leukozyten zu finden, zeigt sich auch auf Granulozyten, 
wenn auch in geringerer Dichte. Anstelle dessen ist MHC II einer der wichtigsten 
Marker für DZ. Gerade beim Pferd, bei dem nur eine sehr kleine Auswahl an 
Antikörpern zur Verfügung steht, ist dieser ein äußerst wichtiger Anhaltspunkt. Dabei 
zeigt unter anderem die ansteigende Expression von MHC II in anderen Säugetieren 
einen zunehmenden Reifungsgrad der DZ an. Durch die Verfügbarkeit dieser equinen 
und zum Teil kreuzreagierenden Antikörper lassen sich DZ von Pferden nun wesentlich 
besser beschreiben und näher erkunden. Die in der Forschung über DZ anderer Spezies 
seit langem anerkannte Stadieneinteilung aufgrund unterschiedlicher Funktionszustände 
in reife und unreife Zellformen sollte hier nun auch beim Pferd näher untersucht und 
eventuell geklärt werden. 
Die Generierung von DZ beim Pferd wurde von verschiedenen Laborgruppen auf 
unterschiedlichste Weise angegangen. Erste Beschreibungen über die Isolierung dieser 
wichtigen Zellen durch die Gruppe um SIEDEK et al. von 1997 (SIEDEK et al. 1997) 
zeigen einen aufwändigen Weg der Gewinnung über Metrizamidgradienten, der zu 
geringen Zellausbeuten führt und von dem bekannt ist, dass es zu einer unerwünschten 
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Stimulierung der Zellen kommt (THOMAS-KASKEL et al. 2006). HAMMOND et al. 
verwendeten 1999 in Anlehnung an humane Präparationen bereits einen 
Dichtegradienten mit Ficoll, kultivierten die so gewonnenen Zellen außerdem mit 
huGM-CSF und eqIL-4, und konnten die Zellen bis zu 14 Tage lang in vitro am Leben 
erhalten (HAMMOND et al. 1999). Dabei zeigte sie, dass die nur bis Tag 3 kultivierten 
Zellen eine deutlich höhere stimulatorische Kapazität in einer MLR besitzen als die erst 
an Tag 8 geernteten DZ. Die Kultivierungsdauer bzw. die Ermittlung des optimalen 
Erntezeitpunktes stellt einen wichtigen Punkt in dieser Arbeit dar. Noch in keiner 
Veröffentlichung vorher waren die hierzu passenden und unter 4.2.1 gemachten 
Beobachtungen beschrieben worden. In allen Versuchen war durch tägliche Kontrolle 
im Phasenkontrastmikroskop die sehr frühzeitige DZ-Entwicklung zu verfolgen. Aus 
diesen Beobachtungen heraus wurde die aus Monozyten und Lymphozyten bestehende 
PBMC-Fraktion einiger Pferde näher untersucht. In Kapitel 4.2.1.2 lässt sich schließlich 
vermuten, dass bereits im frisch gewonnenen Vollblut von Pferden ein kleiner Anteil 
voll entwickelter DZ zu finden ist. In Abbildung 15 wird außerdem die Endozytose-
fähigkeit dieser frisch an Tag 0 isolierten Zellen gezeigt, und auch in den 
mikroskopischen Aufnahmen der Tag-1-Kultur unter Kapitel 4.2.1.1 lassen sich 
morphologische Strukturen, die typisch für DZ sind, erkennen. Ganz im Gegensatz zu 
MAUEL et al. (MAUEL et al. 2006), die von einer Kultivierungsdauer von mindestens 
6-7 Tagen sprechen, scheinen sich differenzierte DZ-Entwicklungsstadien bereits im 
Vollblut zu befinden. Auch die unter 4.3 zusammengefassten Daten zeigen voll 
entwickelte DZ sowohl mikroskopisch nach Zytospinpräparation (Abbildung 25) als 
auch in der FACS-Analyse (Abbildung 24) an Tag 3 und 4. Somit lassen sich die hier 
gefundenen Daten mit der von HAMMOND et al. festgestellten maximalen 
stimulatorischen Kapazität der Tag-3-DZ besser vereinbaren als mit der von MAUEL 
propagierten längeren Kulturdauer. Aus unseren Analysen geht nicht klar hervor, ob der 
Anteil von ca. 4 % DZ im Blut auf Infektionen zurückzuführen ist oder auch in der 
Homöostase zu finden wäre. Die Blockade dieses Zelltyps durch Cortison in 
Abwesenheit von IL-4 lässt auf eine endogene Regulation dieser Population schließen. 
Equine DZ scheinen ex vivo einen Entwicklungshöhepunkt mit optimaler Zellausbeute 
an Tag 3 und 4 abweichend von der beim Menschen beschriebenen Kulturdauer über 7 
Tage zu haben. 
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Wie schon lange bekannt ist, spielen bestimmte Zytokine zur Generierung von DZ aus 
Monozyten in vitro eine entscheidende Rolle. Laut Mauel kann zwar huGM-CSF als 
Ersatz für das spezifische Pferdezytokin verwendet werden, allerdings ist hierbei eine 
Dosiserhöhung um Faktor 10 nötig (MAUEL 2002).  
Das zweite wichtige Zytokin zur DZ-Generierung ist IL-4. Als standardisiertes 
Protokoll zur Kultivierung möglichst vieler gut entwickelter DZ wird in Kapitel 4.3 ein 
einheitliches Verfahren mit huGM-CSF und eqIL-4 festgelegt. Vor allem für die weitere 
Erforschung der verschiedenen DZ-Reifungsstadien beim Pferd wurden diese zum Teil 
auch ohne Zytokine oder nur mit huGM-CSF generiert. Interessanterweise zeigte sich 
hierbei vor allem anhand der Endozytoseversuche mit FITC-Ovalbumin die Entstehung 
unterschiedlicher Zellpopulationen. Ob diesen einzelnen Zellgruppen entsprechend dem 
humanen System drei unterschiedliche Zustandsformen zugrunde liegen, soll nun 
ansatzweise diskutiert werden. Je nach Morphologie, Endozytoseverhalten, 
stimulatorischer Kapazität (MLR) und Molekülprofil der Zelloberfläche lassen sich 
unreife, semireife und reife DZ bei der Maus differenzieren (LUTZ und SCHULER 
2002). Auf die Einteilung und die charakteristischen Merkmale der einzelnen Stadien 
wurde bereits in der Literaturübersicht unter 2.2.1 genauer eingegangen. Anhand der 
vorliegenden Ergebnisse soll eine mögliche Übertragung dieser Begriffe auf die 
unterschiedlichen DZ-Populationen beim Pferd erfolgen. Aus Monozyten entwickeln 
sich ohne weitere Stimulation unter bestimmten Bedingungen naive, also unreife DZ, 
die möglichst gut Antigene aufnehmen können. Sie zeigen nur kleinere Zellfortsätze, 
eine deutliche Endozytose sowie niedrige Anzahl von MHC-II-Molekülen auf ihrer 
Oberfläche. Zellen, auf die diese Angaben zutreffen, entwickeln sich beim Pferd nur 
ohne Beteiligung von IL-4. So entsteht ganz ohne Zytokine eine Zellpopulation mit 
hoher Endozytosekapazität und geringer Anzahl von MHC-II-Molekülen auf der 
Oberfläche (4.2.2.6). Auch im Phasenkontrastmikroskop lassen sich Zellen mit nur 
kleinen Zellfortsätzen bei Kultur ohne Zytokine erkennen (4.2.2.2). Diese eventuell als 
unreif anzusprechenden DZ zeigen zusätzlich die Fähigkeit, aus ihrem Pool reife DZ auf 
LPS-Stimulation hin hervorzubringen (4.2.2.6). Bei den Kulturen, die nur mit huGM-
CSF inkubiert wurden, lässt sich ebenso eine solche unreife Population ausmachen. In 
Kapitel 4.2.2.4 wird in einer FACS-Analyse in Abbildung 19 vor allem anhand der 
MHC-II-Färbung diese unreife Population erkennbar. Neben der deutlich abgesetzten, 
stark MHC-II-positiven Zellpopulation in der Gegenwart von ausschließlich huGM-
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CSF exprimiert der Hauptteil der Zellen nur wenige MHC-II- Moleküle. Eben diese 
Zellen zeigen in Abbildung 20 anschließend eine eindeutig positive 
Endozytosekapazität. Auch hier lassen sich durch LPS-Stimulation die Endozytose-
negativen, MHC-II-hoch-exprimierenden Zellen zu Lasten dieser Population 
vermehren. Dies käme einer Rekrutierung unreifer Zellen durch LPS-Stimulation zu 
reifen DZ gleich. In Kulturen ohne Zytokine bzw. nur mit huGM-CSF lassen sich also 
vergleichbar reife und unreife DZ unterscheiden. Deutlich wird dies auch noch mal 
unter Kapitel 4.2.2.6, wo in Pferd B unter Cortisontherapie die normalerweise 
vorhandenen reifen DZ völlig fehlen. Durch die vor der Blutentnahme durchgeführte 
medikamentelle Behandlung wurde die Bildung reifer DZ unterbunden. Diese Wirkung 
von Corticosteroiden auf DZ wurde bereits mehrfach beim Menschen (KALTHOFF et 
al. 2003; ROZKOVA et al. 2006) und bei der Maus (MOSER et al. 1995) beschrieben 
und lässt sich auch beim Pferd nachweisen. Nicht ganz einfach jedoch lassen sich die 
unter Anwendung von eqIL-4 generierten Zellen einordnen. Bereits HAMMOND et al. 
(HAMMOND et al. 1999) bezeichnen diese Zellen als Zwischenform beider Stadien. 
Reif durch ihren Phänotyp und eine positive stimulatorische Kapazität in MLRs sowie 
gleichzeitig unreif durch eine eindeutig vorhandene Endozytosekapazität. Eben diese 
Eigenschaften lassen sich auch in meinen Ergebnissen bestätigen. Im Phasenkontrast-
mikroskop sind nach wenigen Tagen fast ausschließlich Zellen mit langen, weit 
ausladenden Segeln unter eqIL-4-Einfluss zu erkennen (Abbildung 17). Unter 
steigenden Dosen des Zytokins lässt sich unter Kapitel 4.2.2.3 erkennen, dass sich eine 
einheitliche Zellform mittlerer MHC-II-Dichte aus den beiden unterschiedlichen 
Populationen nur mit huGM-CSF bildet. Diese Zellen zeigen in Abbildung 20 mit 
einem Anteil von ca. 50 % ein ausgeprägtes Endozytoseverhalten gegenüber FITC-
Ovalbumin, das sich auch in weiteren Versuchen, unter anderem mit FITC-
Culicoidesprotein, bestätigte. Die stimulatorische Kapazität dieser Zellen wurde zum 
einen im Vergleich mit Granulozyten in Kapitel 4.1.2.2 und auch in 4.2.2.5 nochmals 
gezeigt. Bei letzterer Darstellung ergibt sich, dass auch die nur wenig vorhandenen 
reifen DZ in Kulturen ganz ohne Zytokine zu einer der mit IL-4-differenzierten DZ 
vergleichbaren Stimulation fähig sind. Mit einem weiteren wichtigen Punkt haben sich 
auch MAUEL et al. intensiv beschäftigt. Unreife DZ lassen sich durch verschiedenste 
Stimuli zu reifen DZ differenzieren. Einer der besten Stimuli hierfür ist LPS. Das in 
Zellwänden gramnegativer Bakterien vorkommende Polysaccharid bindet an Toll-like-
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Rezeptor-4 auf der DZ-Oberfläche und führt zur Reifung der Zelle. Auch bei der letzten 
Veröffentlichung von MAUEL et al. (MAUEL et al. 2006) handelte es sich zum Teil 
um dieses Thema. Pferde-DZ, d. h. speziell die unter huGM-CSF und eqIL-4 
entstehenden Zellen, zeigen scheinbar keinerlei Reaktion auf diese Moleküle. Während 
unreife Zellen, die ohne Zytokine spontan entstehen, zum Teil wie vorher beschrieben 
nach 24 Stunden etwas und nach 48 bzw. 72 Stunden deutlich mehr reife Zellen 
hervorbringen, lassen sich GM-CSF/IL-4-Zellen nicht beeinflussen. Weder in der 
FACS-Analyse, gezeigt in Kapitel 4.4.2.2, noch in der Endozytose zeigt sich irgendeine 
Veränderung, hinweisend auf eine eventuelle Reifung der Zellen (Abbildung 21). Der 
Anteil Endozytose-positiver Zellen bleibt auch bei anderen Stimuli wie Poly I:C und 
verschiedensten Lipopolysacchariden gleich, so dass von einer Art Reifungsresistenz 
gesprochen werden kann. Zusammenfassend ließe sich bis hierhin die unter Einfluss 
von huGM-CSF und eqIL-4 entstehenden DZ als Zwischenform der beiden wichtigen 
Funktionsstadien unreif und reif bezeichnen. In der folgenden Tabelle ist dieser 
Zwischenzustand der equinen DZ kultiviert mit GM-CSF und IL-4 im Vergleich zu 
unreifen und reifen DZ zusammengefasst. 
Tabelle 1:  Vergleich von unreifen und reifen DZ mit equinen DZ kultiviert mit GM-CSF und IL-4  
Die unter Einfluss von GM-CSF und IL-4 entwickelten equinen DZ lassen Merkmale unreifer wie auch 
reifer DZ erkennen und sind somit nicht eindeutig einzuordnen. 
Kennzeichen UNREIFE DZ GM-CSF/ IL-4 DZ REIFE DZ 
Phänotyp (Zellfortsätze) kurz lang lang 
Endozytosefähigkeit +++ +++ - 
Stimulatorische Kapazität 
(MLR) - ++ ++ 
Oberflächenprofil MHC II + ++ +++ 
Reifung durch LPS-
Stimulation + - - 
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Eine erneute wichtige Erkenntnis ergab sich jedoch aus den Analysen auf Zytokin-
Ebene. Auch wenn die direkte Messung von produzierten Zytokinen wie bei Mensch 
und Maus üblich noch entfernt erscheint, bleibt doch die Messung der Zytokin-mRNA 
als neue Möglichkeit für weitere Erkenntnisse. Hier zeigte sich dann auch bei der 
Untersuchung verschiedenster Zytokine ein deutlicher Unterschied. Sowohl für IL-
12p35 als auch für IL-12p40 lässt sich eine Induktion der Synthese erst auf Stimulation 
der Zellen hin feststellen (Abbildung 30). Culicoidesprotein führt dabei zur gleichen 
Reaktion wie LPS. Die Zytokinproduktion ist eines der wichtigsten Unterscheidungs-
merkmale reifer und unreifer DZ. Interleukine wie IL-12 werden von reifen DZ 
produziert. Die Art der dadurch induzierten T-Zellreaktion wird von diesem Zytokin 
maßgeblich mitbestimmt. Es werden deshalb so genannte TH1- und TH2-Zytokine 
unterschieden. Die hier nachgewiesene mRNA-Synthese für IL-12 deutet nicht nur auf 
eine LPS bzw. Culicoides-induzierte Reifung der vorher unstimulierten, unreifen bzw. 
semireifen DZ hin, sondern stellt auch einen Hinweis auf die nun durch diese DZ 
angeregte Immunantwort dar. IL-12, als TH1-Zytokin, führt unter In-vitro-Bedingungen 
zu einer eindeutigen TH1-Polarisierung in TH1-Zellen aus naiven T-Zellen. Diese 
Erkenntnis ist für die weiteren Überlegungen zum Einsatz der Zellen in einer 
Immuntherapie eine wichtige und zu beachtende Tatsache. 
5.2 Beladung von Dendritischen Zellen mit Culicoidesprotein 
Die Verwendung dieser als unreif zu bezeichnenden DZ kultiviert mit huGM-CSF und 
eqIL-4 bis Tag 3 bzw. 4 sollte deshalb als Standardmethode für eine Impfung gelten. 
Die Zellen sind mit einer Zellausbeute von bis zu 20 Mio. DZ aus 300 ml Vollblut 
ausreichend gut zu gewinnen und zeigen auch sonst die wichtigsten gewünschten 
Merkmale. So nehmen sie nicht nur Ovalbumin über Endozytosemechanismen in das 
Zellinnere auf, sondern auch scheinbar komplexere Antigenverbindungen wie FITC-
Culicoidesprotein (Kapitel 4.4.1). Die Aufnahme des Antigens in die Zelle stellt die 
erste wichtige Vorraussetzung für eine Immuntherapie dar. Von weiterer Bedeutung ist 
außerdem, dass die Zellen das aufgenommene Antigen nun auch präsentieren. Die 
FACS-Analyse unter 4.4.2.2 zeigt, dass wie auch bei LPS auf Ebene der Oberflächen-
moleküle kaum Veränderungen zu erkennen sind. Auf mRNA-Ebene, unter Kapitel 
4.4.2.3, jedoch reagieren DZ sehr wohl auf die Stimulation. Sowohl LPS als auch 
Culicoidesprotein führen zum Anschalten der mRNA-Synthese für IL-12. Aus humanen 
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Forschungsergebnissen ist bekannt, dass Priming von naiven T-Zellen unter 
Anwesenheit von IL-12 zu einer TH1-Immunantwort (ERB KLAUS J 2002; JANEWAY 
2002) führt. Ob diese Erkenntnisse direkt aufs Pferd zu übertragen sind, bleibt 
sicherlich noch zu klären. Allerdings lassen sich einige Parallelen vom Menschen auf 
das Pferd ziehen, so dass eine TH1-Antwort als Reaktion zu erwarten wäre. Durch einen 
anderen Versuch mit DZ der Maus gibt es Hinweise auf einen eventuellen Gehalt an 
Endotoxin in der Culicoidespräparation eigener Herstellung (4.4.2.1). Dieser könnte für 
die mit LPS vergleichbaren Reaktionen verantwortlich sein. Eine Aufreinigung über 
Endotoxinsäulen brachte jedoch, bei gleichzeitig hohen Proteinverlusten, keine 
Verbesserung. Woher der doch relativ hoch erscheinende Anteil an Endotoxin von 340 
ng/ml in unserer Präparation stammt, lässt sich nur vermuten. Die verwendeten Fliegen 
stammten aus dem Labor von Prof. Mellor in England, wo es bereits unter den 
Zuchtbedingungen, zu einer eventuellen Kontamination gekommen sein könnte. Da ein 
Ganzkörperextrakt der Fliegen auch sämtliche Organe, wie den Magendarmtrakt 
enthält, wäre eine Kontamination durch die gramnegative mikrobielle Darmflora sowie 
Futter möglich. Auch der Versand der Fliegenlarven konnte nur unter semisterilen 
Bedingungen erfolgen und könnte zu einer bakteriellen Verunreinigung geführt haben. 
Die Verarbeitung in unserem Labor erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Frage der 
angestrebten Immunmodulation durch eine Impfung erübrigte letztendlich jedoch 
weitere Versuche einer LPS-Eliminierung. Die zusätzliche stimulatorische Aktivierung 
der DZ über LPS, zusammen mit dem beladenen Culicoidesprotein ist hierbei nicht im 
Gegensatz zur angestrebten Immuntherapie, sondern eher unterstützend zu sehen. 
Diesem Punkt, also der Zielsetzung einer Impfung mit unseren DZ im Rahmen der 
Sommerekzemtherapie und den durch das Culicoidesprotein gegebenen Möglichkeiten, 
soll nun der letzte Abschnitt gewidmet sein. 
5.3 Möglichkeiten der Immuntherapie mit Culicoides-
beladenen Dendritischen Zellen beim Sommerekzem des 
Pferdes 
Die Idee zur Therapie allergischer Erkrankungen mit Hilfe von DZ wurde bereits von 
mehreren Forschungsgruppen aufgegriffen. Im Mausmodell werden intensive 
Untersuchungen zur Rolle der DZ in der Pathogenese von Asthma sowie Versuche zur 
Prävention und Behandlung von Asthma durchgeführt. UMETSU et al. (UMETSU et al. 
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2002; UMETSU T. DALE 2001) und LAMBRECHT et al. (HEGMANS et al. 2005; 
KUIPERS und LAMBRECHT 2005; LAMBRECHT et al. 2001) sind hier nur als 
Beispiele solcher Studien anzuführen. Dem Ansatz, DZ zur Manipulation von 
Immunreaktionen einzusetzen, wird auch in der Humanmedizin große Bedeutung 
beigemessen. Für das Immunsystem schwer angreifbare Antigene, wie bestimmte Viren 
oder Tumorantigene, werden hier mit Hilfe von DZ ex vivo den Zellen zugänglich 
gemacht, um sie nach Reinjektion der beladenen Zellen in den Patienten, dem 
Immunsystem zu präsentieren (SCHULER et al. 2003). Ziel ist es, sowohl immunogene 
DZ zur Initiierung von Immunreaktionen zu nutzen als auch tolerogene DZ zur 
Immunsuppression einzusetzen. Zur Therapie von Allergien sind verschiedene 
Mechanismen denkbar, tolerogene DZ zur Erzeugung von peripherer Toleranz 
gegenüber dem Allergen zu verwenden. Dazu gehört die Induktion von T-Zell-Anergie, 
vermittelt durch regulatorische T-Zellen und Deletion. Alternativ könnte die Deviation 
von TH2- zu TH1-Antworten angestrebt werden.  
Die unterschiedlichen Mechanismen zur Entstehung von peripherer Toleranz im 
Immunsystem sind zu einem großen Teil von verschiedenen Typen der DZ abhängig 
und bei weitem noch nicht vollständig verstanden. Eine Form der T-Zell-Toleranz ist 
die „Ignoranz“. Das bedeutet, dass Antigene in bestimmten so genannten immun-
privilegierten Organen, wie Auge, ZNS oder Hoden, den T-Zellen nicht zugänglich sind 
und somit auch nicht erkannt werden können. Aus der embryonalen Entwicklung heraus 
entstehen diese besonderen „Inseln“ im Immunsystem, die sich bestimmte pathogene 
Erreger, wie zum Beispiel das Herpesvirus, dann zu Nutze machen (SEHGAL und 
BERGER 2000). 
Bei der Anergie als weiterer Form der Toleranz spielen unreife DZ eine wichtige Rolle. 
Unreife DZ können durch T-Zell-Interaktion ohne Kostimulation anerge CD4+-T-Zellen 
hervorbringen (ENK et al. 1994; LUTZ 2000; SIMON et al. 1991; STEINBRINK et al. 
1997). Dieser in vitro leicht darstellbare Weg einer tolerogenen Interaktion von T-
Zellen mit DZ gibt in vivo jedoch noch einige Rätsel auf. Welche Faktoren für eine DZ 
entscheidend sind, eine Immunreaktion an- oder ausschalten, sind bis jetzt noch nicht 
hinreichend geklärt (BANCHEREAU JACQUES 1998). Die Bildung von anergischen 
T-Zellen erfolgt von Beginn an in den verschiedenen Geweben (JANEWAY 2002). Die 
unter diesen Bedingungen aktivierten T-Zellen verlieren ihre Fähigkeit zur Produktion 
von IL-2, was ihnen die Möglichkeit einer Proliferation und Differenzierung in 
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Effektorzellen nimmt. Dieser Mechanismus trägt neben anderen dazu bei, die Toleranz 
gegenüber körpereigenen Gewebeantigenen aufrecht zu erhalten und verhindert somit 
Autoimmunreaktionen. Bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung dieser Toleranz 
spielen DZ eine wichtige Rolle. Die Differenzierung von immer mehr kleineren 
Untergruppen der DZ, die sich qualitativ nur in einzelnen exprimierten Molekülen 
unterscheiden, könnte ein Schlüssel zu dieser Fragestellung sein. 
Bei der Deletion, das heißt der bewussten Apoptose-Induktion in T-Zellen, meist 
ausgelöst durch zytotoxische T-Zellen, sind die Mechanismen und Interaktionen mit DZ 
ebenso noch nicht verstanden wie auch bei der Toleranzerzeugung durch regulatorische 
T-Zellen (ERB KLAUS J 2002).  
Bei der Suppression, der vierten Form der Toleranz, spielen bestimmte, allerdings noch 
nicht vollständig identifizierte DZ, eine aktivierende Rolle. Neben kontaktabhängiger 
Suppression von CD4+CD25+Foxp3+-regulatorischen T-Zellen können auch über die 
Sekretion großer Mengen an IL-10 TH1- und TH2-Immunantworten von diesen Zellen in 
vitro unterdrückt werden. Diese Eigenschaft konnte im Tiermodell nachgewiesen 
werden, wo Autoimmunreaktionen und Allergien erfolgreich durch diese Zellen 
verhindert werden konnten. Regulatorische T-Zellen lassen sich ebenfalls über eine 
Impfung einer bestimmten DZ-Population in vivo erzeugen (UMETSU T. DALE 2001). 
Durch In-vitro-Beladung der DZ mit dem spezifischen Allergen könnten somit 
Culicoides-spezifische regulatorische T-Zellen im Pferd erzeugt werden, die zu einer 
Unterdrückung der unerwünschten Immunreaktion führen. Der entscheidende 
Problempunkt hierbei stellt die Identifizierung und Generierung dieser speziellen IL-10-
sekretierenden DZ-Population beim Pferd dar. Für die in unseren Versuchen 
gewonnenen DZ konnte lediglich eine IL-12, jedoch keine hierfür wichtige IL-10-
Produktion nachgewiesen werden. Somit bleibt dieser Weg der Toleranzinduktion nur 
für weitere intensive Forschungen zukünftiger Projekte erstrebenswert, aktuell jedoch 
noch nicht umsetzbar.  
Die hier generierten und beschriebenen DZ des Pferdes lassen jedoch durchaus 
Möglichkeiten zu einer Impfung gegen das Sommerekzem offen. Die während des 
Projektes untersuchte Form der Toleranzerzeugung war die Immundeviation. Durch die 
nachgewiesene Induktion einer IL-12-Synthese ist der Weg zu einer Art Umlenkung der 
Immunreaktion bereitet (ERB KLAUS J 2002; JANEWAY 2002). Der Begriff 
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Deviation bezeichnet die Umschaltung einer TH2-Immunantwort zu einer TH1-Antwort 
bzw. umgekehrt. Da es sich bei der Erkrankung des Sommerekzems um ein vorwiegend 
TH2-geprägtes Krankheitsbild handelt, wäre die Verschiebung der Antikörperproduktion 
weg von IgE hin zu IgG ein guter therapeutischer Erfolg. Ein ähnlicher Ansatz in Form 
der Hyposensibilisierung wird bereits bei allergischen Menschen und auch Pferden 
durchgeführt. Durch repetitive Verabreichung kleiner, sich langsam steigernder Mengen 
des Allergens unter die Haut kommt es ebenfalls zu einer Steigerung der IgG-Synthese 
unter Verdrängung von IgE sowie zur Induktion regulatorischer T-Zellen (JUTEL et al. 
2006; VERHAGEN et al. 2006). Hierbei stellt jedoch der anaphylaktische Schock ein 
immer vorhandenes Restrisiko dar. Dieses würde durch die Aufnahme des Allergens in 
DZ entfallen. Zusätzlich wäre das Allergen auch für IgE-produzierende B-Zellen nicht 
verfügbar und könnte zu einer direkten Deviation von TH2 zu TH1 sowie Induktion 
regulatorischer T-Zellen führen. Die Grundvorrausetzungen für einen solchen 
Therapieansatz erfüllen die von uns generierten DZ in allen hierfür wichtigen 
Bereichen. Die Zellen lassen sich in ausreichendem Maße kultivieren, nehmen das 
Culicoidesantigen gut auf, und präsentieren es sehr wahrscheinlich unter IL-12-
Sekretion in einer TH1-induzierenden Art und Weise.  
Die Umwandlung einer bereits fest etablierten TH2-Antwort, also bei bereits 
bestehender Allergiesymptomatik auf TH1 umzuschalten, ist sicherlich der schwierigere 
Weg. Wesentlich bessere Erfolge lassen sich zu Beginn einer klinischen Studie wohl 
mit noch jungen, aber disponierten Pferden erzielen. Laut der Hygiene-Hypothese 
(MATRICARDI et al. 2002; YAZDANBAKHSH und MATRICARDI 2004) spielt die 
Umwelt, in der sich junge Menschen entwickeln und aufwachsen, mit eine 
entscheidende Rolle bei der Entstehung von Allergien. Die in Städten und infektionsarm 
aufwachsenden Kinder zeigen eine zehnmal höhere Allergierate als auf dem Land und 
in armen, östlichen Ländern aufwachsende Kinder. Es ist bekannt, dass gerade in jungen 
Tieren oder Menschen der Weg für beide Immunantworten, also TH1 und TH2, 
gleichermaßen offen steht. Je nach Stimulationen der einzelnen Wege lässt sich eine 
Seite dann zu Lasten der anderen verstärken, so dass es bei ausreichender TH1-
Induktion zu einer Unterdrückung der TH2-Antwort kommt. Denkbar, als Einstieg in 
klinische Studien, wäre deshalb eine Impfung junger Islandpferde, deren Allergierisiko 
nach Export aus Island mittlerweile über 70 % beträgt (LANGE et al. 2005), noch in 
ihrem Heimatland. Das Ziel hierbei wäre, die Tiere vor einem natürlichen Antigen-
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kontakt über die Stechmücken bereits vorher in Richtung TH1-Reaktion zu polen, um 
somit den Weg in die Allergie zu verhindern. 
Weitere Forschungen auf dem Gebiet equiner DZ, vor allem ihrer Zytokinproduktion 
und Funktionen sowie deren Nutzung in der Therapie allergischer und anderer 
Fehlreaktionen des Immunsystems, könnten dann nicht nur beim Pferd, sondern auch 
beim Menschen von großem medizinischem Nutzen sein. 
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Die Rolle der Dendritischen Zellen (DZ) bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von 
Allergien ist schon lange Gegenstand der Forschung. Im Rahmen dieser Arbeit sollten 
die Möglichkeiten zur Erforschung dieser wichtigen Immunzellen, vor allem auch im 
Hinblick auf klinische Studien, auf die Spezies Pferd erweitert werden. Die Erkrankung 
des Sommerekzems bietet hierbei ein bereits bis auf Genebene analysiertes und 
identifiziertes Allergen, mit einem klinisch eindeutigen, vor allem beim Islandpferd 
häufig auftretenden Krankheitsbild. Der Idee, ausreichend DZ aus Vollblut beim Pferd 
ex vivo zu generieren, mit dem aufgearbeiteten Culicoidesprotein zu beladen, damit 
künftig solche DZ dem betroffenen Spendertier als Immuntherapie reinjiziert werden 
können, sollte hier näher nachgegangen werden. Die ausreichende und möglichst reine 
Generierung equiner DZ stellte die erste Hürde dar und konnte nach Vergleich und 
Verbesserung einiger unterschiedlicher Protokolle mit befriedigendem Ergebnis 
bewältigt werden. Funktionelle Analysen der so gewonnenen DZ zeigten die 
gewünschten, aus den humanen und murinen Studien bekannten Reaktionen der Zellen 
wie MHC-II-Hochregulierung, T-Zell-Stimulationsvermögen sowie Antigenaufnahme 
mittels Endozytose. Die angestrebte Aufnahme des markierten Culicoidesproteins in die 
Zellen konnte ebenso per Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie 
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nachvollzogen werden. Eine äußerst wichtige Erkenntnis ergab sich aus der 
Zytokinuntersuchung auf RNA-Ebene, wo eine deutliche Erhöhung der RNA für IL-12 
nach In-vitro-Stimulation mit LPS oder Culicoidesprotein nachgewiesen werden konnte. 
Dies ist ein Hinweis auf die eventuellen Nutzungsmöglichkeiten des hier beschriebenen 
DZ-Typs im Rahmen einer angestrebten Therapie der am Sommerekzem erkrankten 
Tiere. Denkbar wäre zum Beispiel die Initiierung einer Immuntherapie, abzielend auf 
Immundeviation. Die Culicoides-beladenen DZs sollten, repetitiv injiziert, über IL-12 
dabei zu einer Unterdrückung der TH2-Immunantwort zu Gunsten von T-Helfer-1-
Zellen (TH1) führen. Dieser erste Ansatz für eine klinische Anwendung der hier 
beschriebenen DZs soll zusätzlich auch die Forschungsbemühungen auf das Pferd und 
die hier noch im Verborgenen liegenden Erkenntnisse zum Verständnis von Allergien 
lenken.  
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The role of dendritic cells (DCs) for onset and maintenance of allergy has been a point 
of interest in science for a long time. In this work, we explored the prerequisites for an 
allergen-specific DC-based immunotherapy against equine type I allergy. The summer 
eczema disease offers therefore a molecularly analysed and identified allergen, with a 
unique clinical disease pattern, especially in islandic horses. The idea was to generate 
sufficient DCs out of venous blood of horses, load them with culicoides protein, and 
inject them afterwards into the affected donor horse as an immunotherapy. Two major 
achievements of this work were to generate high quantities and purities of equine DCs 
from peripheral blood precursors. Further experiments proved that the generated DCs 
showed functional characteristics as desired and known from human and murine DCs, 
e.g. up-regulation of MCH II, T-cell stimulation and antigen uptake by endocytosis. We 
also could show the uptake of fluorescence-labelled culicoides protein into the cells by 
flow cytometry and fluorescence microscopy. As an important conclusion we detected 
an increased mRNA expression for IL-12 after in vitro LPS or Culicoides stimulation of 
DC. This may indicate that such DC would induce Th1 polarisation, enabling a 
deviation from pathogenic Th2 response in summer eczema. Culicoides loaded DCs 
could be injected repetitively into equine patients to switch TH2 based immune reactions 
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by IL-12 secretion into TH1 reactions. Our basic approach with DCs described here may 
now facilitate clinical trials with horses.  
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Anhang 
 
Liste der verwendeten Geräte und Materialien 
 
 
Gerät Hersteller 
Zentrifuge für Zellkultur Heraeus Multifuge-35R, Kleinostheim, D 
Zentrifuge klein Heraeus Biofuge pico, Kleinostheim, D 
Brutschrank Heraeus BBD 6220, Kleinostheim, D 
Wasserbad Memmert, Schwabach, D 
Phasenkontrastmikroskop Leica, Wetzlar, D 
Fotokamera Nikon CoolPix 990, Düsseldorf, D 
FACS-Scan Becton Dickinson, Heidelberg, D 
CellQuest Software Version 3.3 Becton Dickinson, Heidelberg, D 
MLR-Zellharvester Wallac Connectorate AG, Dietikon, CH 
MLR-Counter Perkin Elmer 1450 MicroBeta Plus 
Wallac, Wellesley, USA 
Software für MLR MicroBeta Windows Workstation 
Zytospin-Zentrifuge Shandon Cytospin 3 Thermo Scientific, 
Waltham, USA 
Floureszenzmikroskop Leica DMRB, Wetzlar, D 
Software für Floureszenzmikroskopie OpenLab Bildverarbeitung 
Zellhomogenisator Ultraturrax T8 IKA-Werke, Staufen,D 
PolymeraseChainReaction-Maschine MJ Research PTC-200 DNA-Engine, 
München, D 
Auslesen der 
PolymeraseChainReaction-Gele 
AlphaImager 2200 Alpha Innotec Corp., 
San Leandro, USA 
Software für PolymeraseChainReaction AlphaEase FC 
Spektrophotometer Pharmacia Biotech Ultraspec 2000, 
Buckingham Shire, UK 
 
 
  
Reagenzien Hersteller
Na-Heparin Ratiopharm, Ulm, D 
PBS Bio-Whittaker Cambrex, New Jersey, USA 
RPMI 1640 Bio-Whittaker Cambrex, New Jersey, USA 
AIM-V Medium Gibco Invitrogen, Paisley, UK 
Lymphoprep (1,077 g/ml) Fresenius AG, Bad Homburg, D 
Biocoll (1,09 g/ml) Biochrom AG, Berlin, D 
L-Glutamin Bio-Whittaker Cambrex, New Jersey, USA 
Penicillin/Streptomycin PAN Biotech GmbH, Aidenbach, D 
EDTA Gibco Invitrogen, Paisley, UK 
humanes GMCSF  Tebu-Bio GmbH, Offenbach, D 
equines IL-4  R&D Systems, Minneapolis, USA 
Seren:  Pferdeserum 
            Fetales Kälberserum (FCS) 
PAA, Pasching, A 
PAA, Pasching, A 
DMSO Sigma-Aldrich, Deissenhofen, D 
Glucosteril® 40 % Fresenius AG, Bad Homburg, D 
Türk`s Lösung Sigma-Aldrich, Deissenhofen, D 
Trypanblau Lösung Sigma-Aldrich, Deissenhofen, D 
Natriumazid Carl-Roth, Karlsruhe, D 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, D 
Lipoplysaccaride       (LPS) Sigma-Aldrich, Deissenhofen, D 
Poly I:C Pharmacia, Erlangen, D 
FITC-Ovalbumin Serotec, Düsseldorf, D 
FITC-Dextran Serotec, Düsseldorf, D 
Cytomation Pen Dako, Hamburg, D 
Glyzin (0,1 %) Carl-Roth, Karlsruhe, D 
H3-Thymidin Amersham Biosciences, Freiburg, D 
Primer für PCR MWG-Biotech AG 
Agarose Gold Carl-Roth, Karlsruhe, D 
TBE-Puffer Carl-Roth, Karlsruhe, D 
Ethidiumbromid Carl-Roth, Karlsruhe, D 
 
 
  
Antikörper Hersteller/Bezugsquelle 
CZ 1.1 (EqWC1) James A. Baker Institute for Animal Health,  
Cornell University Ithaca, New York, USA 
CZ 1.5 (EqWC2) James A. Baker Institute, New York, USA 
CZ 1.6 (EqCD11a/18 LFA-1) James A. Baker Institute, New York, USA 
Anti-equine MHC I Serotec, Düsseldorf, D 
Anti-equine MHC II Serotec, Düsseldorf, D 
Anti-equine CD4 Serotec, Düsseldorf, D 
Anti-equine CD8 Serotec, Düsseldorf, D 
CD83 (Klon HB15e  PE) BD Pharmingen, San Jose, USA 
CD86 (Klon IT2.2   PE) BD Pharmingen, San Jose, USA 
HLA A2 HB 54 sup.-mouse Kultur Überstand 
Maus IgM pure isotype Cymbus Biotechnology, Southampton, UK 
Goat anti mouse IgG-PE Serotec, Düsseldorf, D 
Goat anti mouse IgM-PE Serotec, Düsseldorf, D 
 
Reaktionskit Hersteller 
BioRad Proteinassay Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 
FITC Labeling Kit Calbiochem – Merck, Darmstadt, D 
QIAShredder Qiagen GmbH, Hilden, D 
RNeasy Mini-Kit Qiagen GmbH, Hilden, D 
First strand cDNA synthesis Kit Fermentas GmbH, St.Leon-Rot 
PCR Mastermix Eppendorf, Hamburg, D 
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